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ABKÜRZUNGEN 
3T3-Zellen Fibroblasten Zelllinie 
ALAT Alanin-Aminotransferase 
AK Antikörper 
APS Ammoniumpersulfat 
ASAT Aspartat-Aminotransferase 
BAT brown Adipose Tissue; braunes Fettgewebe 
BCA-Assay Bicinchoninic acid assay 
BMI Body-Mass-Index 
C57Bl/6N üblicher Inzuchtstamm von Labormäusen 
CISD1 CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1 
DAB Diaminobenzidin 
db/db diabetes/diabetes; Genotyp mit Defekt im Leptinrezeptor-Gen 
DDG Deutsche Diabetes Gesellschaft 
DXA  dual energy X-ray absorptiometry; Dual-Röntgen-Absorptiometrie 
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ETC electron-transport-chain; Elektronen-Transport-Kette 
FFA free fatty acid; freie Fettsäuren 
FPG fasting Plasma Glucose; Nüchternglukose im Plasma 
FPI fasting Plasma Insulin; Nüchterninsulin im Plasma 
fT3 freies Trijodthyronin 
fT4 freies Thyroxin 
gGT Gamma-Glutamyltransferase 
HbA1c Glykohämoglobin 
HDL high density lipoprotein; Lipoprotein hoher Dichte 
HEK-Zellen “human embryonic kidney”-Zellen  
HFD high-fat-diet; Diät mit hohem Fettanteil 
HRP horseradish peroxidase 
Hs-CRP hochsensitives C-reaktives Protein  
HSD high-sugar-diet; Diät mit hohem Zuckeranteil 
IgG Immunglobulin G 
IL-6 Interleukin 6 
LDL low density lipoprotein; Lipoprotein niedriger Dichte 
mNT mitoNEET 
NGT normale Glukosetoleranz 
ob/ob obese/obese; Genotyp mit Defekt im Leptin-Gen 
OP Operation 
oGTT oraler Glukosetoleranz-Test  
PBS phosphate buffered saline; Phosphat gepufferte Salzlösung 
qPCR quantitative Echtzeit PCR 
RNA ribonucleic acid; Ribonucleinsäure 
ROS radical oxygen species; Reaktive Sauerstoffspezies 
scAT subcutaneous adipose tissue; Subkutanes Fettgewebe  
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SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
RT Raumtemperatur 
sc subcutan 
TBST-Puffer tris buffered saline; Tris-gepufferte Salzlösung, 0,05% Tween20 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TGF-B transforming growth factor beta 
TNF-alpha Tumonekrosefaktor alpha 
T2D Typ-2-Diabetes mellitus 
ü. N. über Nacht 
vis viszeral 
VAT visceral adipose tissue; viszerales Fettgewebe   
WHO World Health Organisation 
WHR waist-to-hip-ratio; Taille-Hüft-Verhältnis 
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1. EINLEITUNG 
1.1 Adipositas 
1.1.1 Definition 
Adipositas ist definiert als eine über das Normalmaß hinausgehende Vermehrung des 
Körperfetts. Zur Beurteilung des Körpergewichts wird im Allgemeinen der Body Mass Index 
(BMI) als Maß herangezogen. Er wird berechnet als Koeffizient aus Körpergewicht und 
Körpergröße zum Quadrat (Gewicht in kg / Größe in m²) [1]. Von der WHO wird der BMI für 
Männer und Frauen wie folgt eingestuft: Normalgewicht ist als BMI von 18,5 kg/m² - 24,9 
kg/m² definiert. Menschen mit einem BMI von 25 kg/m² - 29,9 kg/m² werden als übergewichtig 
oder präadipös bezeichnet. Ab einem BMI von >30 kg/m²  spricht man von Adipositas [2]. Die 
Adipositas wird wiederum in 3 Schweregrade eingeteilt, Grad I besteht bei einem BMI von 30 
kg/m² - 34,9 kg/m², Grad II beim BMI von 35 kg/m² - 39,9 kg/m²   und Grad III bei einem BMI 
>40 kg/m²  [3]. 
 
1.1.2 Folgen der Adipositas 
Adipositas ist eine der am weitesten verbreiteten Erkrankungen der Welt [4]. Laut der WHO 
waren im Jahre 2014 1,9 Milliarden Erwachsene übergewichtig, davon 600 Millionen 
Menschen adipös. Das bedeutet, dass ungefähr 39% der erwachsenen Weltbevölkerung 
übergewichtig und 13% adipös waren [4]. Diese regelrechte Adipositasepidemie ist ein Trend 
der sich bereits seit einiger Zeit beobachten lässt. Seit den 1980er Jahren bis heute hat sich die 
Prävalenz von Adipositas mehr als verdoppelt [4]. Im europäischen Raum ist die Lage sogar 
noch dramatischer. Über 50% der Erwachsenen sind nach Zahlen der WHO übergewichtig, 
21,4% der Männer, bzw. 24,6% der Frauen galten 2014 als adipös [5]. 
Eine besorgniserregende Entwicklung ist zudem die Verbreitung von Adipositas bei Kindern. 
In der europäischen Region liegt die Prävalenz von Übergewicht bei bis zu 30%. Der Anteil an 
adipösen Kindern lag bei bis zu 10% [2]. Angesichts der weiter steigenden Zahlen an 
Adipositaserkrankungen im Erwachsenen und im Kindesalter ist die Adipositasepidemie eine 
der größten gesundheitlichen und finanziellen Herausforderungen des 21. Jahrhunderts. 
Neben der Beeinträchtigung der persönlichen Lebensqualität und psychischen Gesundheit hat 
Adipositas zahlreiche schwerwiegende Folgen. Viele davon machen eine extensive 
medizinische Betreuung oder Operationen erforderlich. Menschen mit Adipositas haben eine 
erhöhte Morbidität, Mortalität und eine geringere Lebenserwartung. Rund 80% der jährlich neu 
diagnostizierten Typ-2-Diabetes (T2D) Fälle in der europäischen Region, sind auf Adipositas 
zurückzuführen[2]. Auch das Herzkreislaufsystem wird stark beeinträchtigt. So ist Adipositas 
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für ca. 55% der hypertensiven und 35% der ischämischen Herzerkrankungen mit verantwortlich 
[2]. Weiterhin gilt Adipositas als Risikofaktor für weitere Erkrankungen wie verschiedene 
Krebsarten, ischämische Insulte und Ostheoarthritis [4].  
Sowohl für die Patienten als auch für das Gesundheitssystem ist dies eine enorme Belastung. 
Die Versorgung adipöser Patienten stellt eine besondere Herausforderung für das medizinische 
Personal und die Ausstattung dar. Dies fängt bereits beim Rettungsdienst mit speziellen 
Krankenwagen für adipöse Patienten an. Im Krankenhaus werden teilweise Spezialbetten und 
OP-Tische benötigt, um eine adäquate medizinische Versorgung gewährleisten zu können. 
 
1.1.3 Finanzielle Belastung 
Neben der gesundheitlichen Belastung für die Patienten bringen Adipositaserkrankungen auch 
erhebliche finanzielle Belastungen für die Gesellschaft mit sich. Die direkten 
(Behandlungskosten) und indirekten (Arbeitsausfälle usw.) Kosten von 
Adipositaserkrankungen lagen laut Schätzungen aus dem Jahr 2002 noch bei 32,8 Mrd. € [2]. 
Laut neueren Untersuchungen aus dem Jahre 2016 belaufen sich die Kosten allein in 
Deutschland mittlerweile insgesamt auf über 60 Mrd. € (direkt: 29,4 Mrd. €, indirekt: 33,7 Mrd. 
€) [6]. 
 
1.2 Assoziierte Stoffwechselerkrankungen 
1.2.1 Metabolisches Syndrom (Prä-Diabetes) 
Ein Ausgangspunkt für einen Großteil der Folgeerkrankungen von Adipositas (Typ-2-Diabetes, 
Atherosklerose, etc.) ist ein gestörter Fett- und Glukosestoffwechsel. Mehrere Symptome dieser 
Stoffwechselprobleme manifestieren sich im sogenannten metabolischen Syndrom. Das 
metabolische Syndrom, auch als Prä-Diabetes bezeichnet, ist ein multifaktorielles Syndrom, 
welches durch drei oder mehr der folgenden Faktoren charakterisiert ist: erhöhte Nüchtern-
Glukose, arterielle Hypertonie, abdominelle Adipositas, erhöhte Triglyzeridspiegel oder 
erniedrigtes HDL-Cholesterin [7]. 
Eine zentrale Rolle in der Pathogenese des metabolischen Syndroms spielt die Insulinresistenz 
[8, 9]. Ursachen für eine Insulinresistenz können erworbener (Adipositas, Bewegungsmangel, 
usw.) oder genetischer Natur sein. Es wird vermutet, dass die Zunahme metabolisch aktiven 
viszeralen Fettgewebes und eine damit einhergehende Inflammation für die 
Resistenzentwicklung in den Effektorgeweben (hauptsächlich Skelettmuskulatur, Leber, 
Fettgewebe und Gehirn) verantwortlich ist [10]. Im Laufe der Erkrankung nimmt die 
Insulinwirkung immer stärker ab, so dass es zu einer kompensatorischen Hypersekretion von 
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Insulin durch die Bauchspeicheldrüse kommt. Die verringerte Insulinsensitivität des Gewebes 
kann eine gewisse Zeit durch die gesteigerte Sekretion ausgeglichen werden. Daher kommt es 
vorerst nicht zu hyperglykämischen Zuständen. Beim Prä-Diabetes sind die Blutzuckerwerte 
aufgrund der kompensatorischen Hyperinsulinämie noch im normalen Bereich. 
Allerdings hat der gesteigerte Insulinspiegel seinen Preis, nämlich die Aktivierung adrenerger 
Mechanismen und die Beeinflussung des Natrium-Haushaltes. So kommt es im Verlauf zur 
arteriellen Hypertonie. Des Weiteren beeinflussen hohe Insulinspiegel den Fettstoffwechsel 
und führen zu einer Dyslipidämie mit Hypertriglyzeridämie, Anstieg von LDL und Abfall des 
HDL-Cholesterins. In Kombination mit der Hypertonie wird so schon im prädiabetischen 
Stadium die Entstehung einer Atherosklerose gefördert [11]. Durch die anabolen Einflüsse von 
Insulin wird weiterhin eine Appetitsteigerung aufrechterhalten. Umgekehrt führt die erhöhte 
Konzentration von Fettsäuren in der Leber zu einem verringerten Abbau von Insulin und 
begünstigt so die Hyperinsulinämie. Außerdem fördern ungesättigte Fettsäuren 
Inflammationsreaktionen in Geweben und beeinträchtigen die pankreatische Insulinsekretion 
[12]. 
 
1.2.2 Diabetes mellitus 
Diabetes mellitus wird laut der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) als ein Sammelbegriff 
für Störungen des Stoffwechsels definiert, deren Leitbefund die chronische Hyperglykämie ist 
[13]. Ursache kann dabei entweder eine gestörte Insulinsekretion, eine gestörte Insulinwirkung 
oder eine Kombination aus beidem sein.  
Mittlerweile wird die Einteilung von Diabetes weltweit gemäß der Klassifikation der American 
Diabetes Association  vorgenommen [14, 15]:  
• Typ-1-Diabetes (B-Zell-Destruktion (autoimmun oder idiopathisch), die zum 
absoluten Insulinmangel führt) 
• Typ-2-Diabetes (erstreckt sich von vorwiegender Insulinresistenz mit relativem 
Insulinmangel bis zu vorwiegendem sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz, 
abgekürzt T2D) 
•  Andere Spezifische Diabetes-Typen 
•  Gestationsdiabetes 
 
Für die vorliegende Arbeit ist wegen des Zusammenhangs mit der Adipositas und dem 
metabolischen Syndrom besonders der Typ-2-Diabetes von Interesse. Sobald die steigende 
Insulinresistenz nicht mehr durch eine Hypersekretion von Insulin kompensiert werden kann, 
  1. EINLEITUNG 
10 
 
kommt es zum Typ-2-Diabetes, welcher durch eine Hyperglykämie charakterisiert ist [11]. 
Neben Nüchtern- und Gelegenheits-Blutzucker wird seit einiger Zeit der Langzeit-
Blutzuckerwert HbA1c zur Beurteilung des Diabetesstadiums und dessen Progression 
herangezogen. Die Glukosetoleranz wird mit dem oralen Glukosetoleranztest (oGTT) und die 
Insulinsensitivität mit Hilfe des Clamp-Verfahrens bestimmt. Die beschriebenen Parameter 
wurden in dieser Arbeit verwendet, um die Stoffwechsellage der Studienteilnehmer zu 
evaluieren.  
Das Hauptmerkmal des Diabetes ist ein pathologisch erhöhter Blutzuckerspiegel, welcher 
dramatische Auswirkungen auf verschiedene Gewebe haben kann. Es kommt zur Zerstörung 
der Gefäße mit der Folge von Makroangiopathien (Koronare Herzkrankheit (KHK), peripherer 
arterieller Verschlusskrankheit (pAVK), arterieller Verschlusskrankheit (AVK)) und 
diabetischen Mikroangiopathien [16]. Durch die Beteiligung von Gefäßen kommt es zu 
Wundheilungsstörungen, Atherosklerose, arterieller Hypertonie und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen. Neben den Gefäßen werden auch Nerven angegriffen, was zur diabetischen 
Polyneuropathie führt. Auch auf das Nierenparenchym haben erhöhte Blutzuckerspiegel eine 
toxische Wirkung.  Es kommt zur Zerstörung der Glomeruli in der Niere und im Endeffekt zur 
diabetischen Nephropathie, welche sich wiederum negativ auf das Herz-Kreislauf-System 
auswirkt [17]. 
 
1.2.3 Bekämpfung der Ursachen und Folgen von Adipositas 
Die Ursache für Adipositas besteht vereinfacht gesagt in einem Ungleichgewicht zwischen 
Kalorieneinnahme und Energieverbrauch. Dies ist größtenteils auf einen zunehmenden 
Konsum von energiereichen Lebensmitteln und eine Abnahme von körperlicher Aktivität 
zurückzuführen [4]. Weltweit gibt es große Bemühungen, Menschen mit Hilfe von 
Gesundheitsprogrammen zu einem Lebensstilwandel zu animieren und so die Ursache der 
Adipositas zu bekämpfen [18]. Fakt ist jedoch, dass trotz aller Bemühungen der Politik und 
Gesundheitsorganisationen die Zahl der Menschen mit Adipositas immer weiter ansteigt. 
Angesichts der aktuellen Entwicklung ist es für die Entlastung der Patienten und der 
Gesellschaft ebenso wichtig, angemessene Strategien zur Bekämpfung der 
Begleiterkrankungen von Adipositas zu finden.  
Auch wenn der Lebensstil ausschlaggebend für den Anstieg der Adipositaserkrankungen ist, so 
ist die Anfälligkeit für Adipositas und assoziierte Erkrankungen bei jedem Menschen 
unterschiedlich. Man hat festgestellt, dass sowohl Adipositas als auch Diabetes eine genetische 
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Komponente aufweisen. Es wurden bereits zahlreiche Gene identifiziert, welche bei der 
Entstehung der Adipositas und Diabetes involviert sind [19-21]  
Weiterhin ist wichtig zu erwähnen, dass es nicht bei jedem Menschen mit Adipositas auch zu 
Ausprägung metabolischer Erkrankungen wie dem metabolischen Syndrom, Diabetes, KHK, 
etc. kommt. Etwa ein Viertel der adipösen Menschen weisen trotz ausgeprägter Adipositas ein 
gesundes metabolisches Profil auf [22]. Sie werden als „metabolically healthy obese“ 
bezeichnet. Eine große Rolle bei der Ausprägung des Phänotyps spielt die metabolische 
Aktivität des Fettgewebes. Es sind mittlerweile über 600 biologisch aktive Moleküle bekannt, 
welche vom Fettgewebe sezerniert werden. Diese Gruppe der Fettgewebshormone wird 
Adipokine bezeichnet[23].  
Um schwerwiegenden Folgen vorzubeugen, gilt es herauszufinden, welche Umstände oder 
Faktoren verantwortlich für die Ausprägung eines metabolisch gesunden oder metabolisch 
kranken Phänotyps bei Adipositas sind. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Adipokine 
einen positiven oder negativen Einfluss auf die Stoffwechsellage haben können.  
Es wird vermutet, dass proinflammatorische Adipokine (IL6, TNFa etc.) an der Entstehung von 
metabolischen Problemen beteiligt sind, während antiinflammatorische Adipokine (z.B. 
Adiponektin) einen protektiven Effekt haben [24, 25].  
Ein Protein, welches in den letzten Jahren in den Fokus der Erforschung von Fett- und 
Zuckerstoffwechselstörungen gerückt ist, heißt mitoNEET (mNT). Es ist erst seit relativ kurzer 
Zeit bekannt und steht im Verdacht, protektive Effekte auf Zucker- und Fettstoffwechsel zu 
haben.  
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1.3 Fettgewebe 
1.3.1 Stoffwechselaktivität 
Lange Zeit war das Fettgewebe lediglich in seiner Funktion als passiver Fett- und 
Energiespeicher bekannt. Mitte der 90er Jahre wurde das Fettgewebshormon Leptin entdeckt 
und so der Grundstein für eine neue Sichtweise auf das Fettgewebe als hormonelles Organ 
gelegt [26]. Durch Hormone des Fettgewebes wird der Energie-Haushalt des gesamten 
Organismus beeinflusst. Adipozyten und Makrophagen sezernieren sowohl anti- als auch 
proinflammatorische Adipokine. Dabei hängt die Art und Menge der ausgeschütteten 
Adipokine von Fettmasse und Fettverteilung ab. Vor Allem eine Vergrößerung der viszeralen 
Fettmasse führt zu einer vermehrten Sekretion inflammatorischer Adipokine [12]. Eine 
inflammatorische Stoffwechsellage im viszeralen Fettgewebe hat nachweislich einen großen 
Einfluss auf die Entwicklung von Adipositas-induzierter Insulinresistenz hat [27, 28].  
Ein interessantes Hormon, welches ausschließlich im Fettgewebe ausgeschüttet wird, ist das 
zuvor erwähnte, antiinflammatorisch, antiatherogen wirkende Adiponektin [28, 29]. Es konnte 
gezeigt werden, dass Adiponektin einen positiven Einfluss auf die Insulinsensitivität, 
Glukosestoffwechsel und Fettstoffwechsel hat [28]. Dauerhafte Hyperinsulinämie könnte 
wiederum die Ausschüttung von Adiponektin verringern und die die Entstehung von T2D 
begünstigen[30, 31]. Adiponektin korreliert negativ mit der Gesamtfettmasse und T2D [32]. 
Aufgrund seiner antiinflammatorischen Eigenschaften ist Adiponektin ein wichtiger 
Gegenspieler zu inflammatorischen Zytokinen und progredienter Insulinresistenz[33]. Im 
Verlauf dieser Arbeit wurde ein möglicher Zusammenhang zwischen mitoNEET und 
Adiponektin untersucht. 
 
1.3.2 Fettverteilungsformen  
Fett ist nicht gleich Fett. Besonders risikoreich ist im Rahmen der Adipositas die 
Stammfettsucht. Dabei kommt es hauptsächlich zu einer Vermehrung des viszeralen 
Fettgewebes (VAT). Als viszerales oder intraabdominales Fett wird das Fettgewebe bezeichnet, 
welches die Organe in der Bauchhöhle umgibt [34]. Wie zuvor erwähnt, führt eine 
Vergrößerung der viszeralen Fettzellen (Hypertrophie) zu einer inflammatorischen 
Stoffwechsellage und begünstigt die Entstehung von Typ-2-Diabetes [35]. Die viszerale 
Adipositas gilt als eigenständiger Risikofaktor für das Auftreten des metabolischen Syndroms 
und T2D. Wegen der charakteristischen Silhouette der Patienten spricht man auch von der 
sogenannten „Apfelform“ (Abb. 1).  
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Abbildung 1 Fettverteilungstypen: links „Apfelform“ mit vermehrter viszeraler Fettgewebsausdehnung. Bei 
Männern gilt ein Bauchumfang von ≥102cm als viszerale Adipositas. Rechts „Birnenform“ mit vorwiegend 
subkutaner Fettgewebsausdehnung, bei Frauen spricht man ab einem Bauchumfang von ≥88cm von viszeraler 
Adipositas [36]. 
 
Weniger risikoreich ist dagegen die Vermehrung von subkutanem Fettgewebe (scAT) [33]. Im 
Gegensatz zum viszeralen Fettgewebe kommt es im subkutanen Fettgewebe weniger zu 
Entzündungsreaktionen. Im Fall der subkutanen Fettvermehrung spricht man von der 
sogenannten Hüftfettsucht, auch als „Birnenform“ bekannt (Abb. 1). Eine alleinige 
Vermehrung der subkutanen Fettmasse gilt noch nicht als Risikofaktor für Diabetes, bzw. 
metabolisches Syndrom[12, 37]. Die Subgruppe der „metabollically healthy obese“ ist am 
ehesten dem subkutanen Fettverteilungstyp zuzuordnen. Diese Patienten weisen eine normale 
Insulinsensitivität, normalen Blutdruck und ein physiologisches Lipidprofil auf [38]. Es fällt 
auf, dass diese Patienten ebenfalls ein deutlich vorteilhafteres Inflammationsprofil haben [39]. 
Um den Faktor der Fettverteilung mit in die Risikobewertung einzubeziehen, kann der 
Bauchumfang herangezogen werden. Er ist ein leicht zu bestimmendes Maß für die Ausbreitung 
des viszeralen Fetts [40] und korreliert stark mit kardiovaskulären Ereignissen [37]. Zur 
Beurteilung des Fettverteilungstyps wird auch oft das Taille-Hüft-Verhältnis (Waist-to-Hip-
Ratio, WHR) herangezogen. Je höher der Quotient ist, desto mehr geht die Fettverteilung in 
Richtung „Apfelform“ oder viszeraler Adipositas  [11]. Durch Bestimmung der WHR und des 
Bauchumfangs kann das metabolische Risikoprofil und  die Diabetesinzidenz deutlich 
zuverlässiger vorhergesagt werden als mit Hilfe des BMI [12].  
  1. EINLEITUNG 
14 
 
1.4 MitoNEET 
1.4.1 CISD1 und mitoNEET 
MitoNEET gehört als namensgebendes Protein der NEET-Proteinfamilie an und wird durch das 
CISD1-Gen codiert, welches für „CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1“ steht.   
Die Bezeichnungen für CISD1 und mitoNEET sind in der Literatur nicht immer einheitlich. Im 
Rahmen dieser Arbeit wird der Name mitoNEET verwendet.  
Mit ihrem Eisen-Schwefel Cluster gehören NEET-Proteine zur Gruppe der Eisen-Schwefel-
Proteine. Diese Proteine spielen oft eine zentrale Rolle bei zellulären Prozessen, da sie eine 
Vielzahl chemischer Reaktionen katalysieren können. Aufgrund ihrer Schlüsselrolle im 
Stoffwechsel liegen sie meist in evolutionär konservierter Form vor. Dies bedeutet, dass sie 
aufgrund ihrer wichtigen Funktion im Laufe der Evolution ihre Struktur beibehalten und in 
gleicher oder ähnlicher Form in verschiedensten Organismen vorkommen [41].  Auch mNT 
konnte bisher in ähnlicher Form in Organismen wie Algen, Bakterien, Tieren und Menschen 
nachgewiesen werden. 
Das Protein mNT wurde erstmals 2004 im Zusammenhang mit dem oralen Antidiabetikum 
Pioglitazon beschrieben [42]. Aufgrund seiner mitochondrialen Lokalisation und seiner 
einzigartigen C-terminalen-Aminosäurestruktur Asn-Glu-Glu-Thr (NEET) wurde es als 
mitoNEET bezeichnet [42]. Nach der Entdeckung konnten NAF1 und Miner2 als weitere 
NEET-Proteine im humanen Organismus identifiziert werden. Die Proteine mitoNEET, NAF1 
und Miner 2 werden durch die Gene CISD1-3 codiert. MNT ist im Rahmen von Adipositas und 
Diabetes bisher am meisten erforscht und steht daher auch im Fokus dieser Arbeit.  
 
1.4.2 Struktur und Funktion von mitoNEET 
MNT ist ein membranständiges homodimeres Protein mit einem Molekulargewicht von 
12,2 kDA [42]. Mit seinem N-Terminus ist mNT in der äußeren Mitochondrienmembran 
verankert, während der C-Terminus zum Zytosol gerichtet ist [43]. Am zytosolischen Teil des 
Proteins befinden sich pro Monomer ein Fe-S-Cluster [44]. Mit Hilfe des Fe-S-Clusters kann 
mNT im Wesentlichen zwei Funktionen erfüllen, und zwar einen Transfer des Fe-S-Clusters 
oder einen Elektronen-Transfer [44]. Eine Studie aus dem Jahr 2015 konnte zeigte, dass ein 
oxidiertes NEET Protein den Fe-S-Cluster auf reduziertes apo-Ferredoxin übertragen kann [41]. 
Der Fe-S-Cluster ist dabei pH-sensibel und bleibt nur innerhalb eines bestimmten pH-Bereichs 
an mNT gebunden. Aufgrund dieser pH-Sensibilität ist es vorstellbar, dass der Cluster-Transfer 
über eine Änderung des pH-Wert ausgelöst wird [45]. Über die Regulierung des Eisentransports 
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beeinflusst mNT den mitochondrialen Stoffwechsel und könnte so einer metabolischen 
Inflammation vorbeugen und die Mitochondriogenese induzieren [41].  
Bei seiner Entdeckung wurde mNT als Bindungsstelle für den Insulin-Sensitizer Pioglitazon 
identifiziert [42], welcher in der Therapie von metabolischen und inflammatorischen 
Krankheiten eingesetzt wird. Bis dato wurde angenommen, dass Pioglitazon seine Wirkung 
hauptsächlich über eine Aktivierung des „peroxisome proliferator-acitvated receptor γ“ 
(PPARγ) vermittelt. Mittlerweile hat sich allerdings gezeigt, dass es einen Großteil seiner 
Wirkung über die Stabilisierung des Fe-S-Clusters von mNT vermittelt. Durch die 
Stabilisierung wird der Cluster-Transfer und somit der Eisentransport in die Mitochondrien 
verhindert [44]. 
 
1.4.3 MitoNEET und Übergewicht 
Im Jahr 2012 konnten Forscher um Kusminski et al. einen deutlichen Zusammenhang zwischen 
der Expression von mNT und mitochondrialem Stoffwechsel, Diabetesprogression und 
Insulinresistenz herstellen [46]. Mit Hilfe eines transgenen Mausmodells konnte gezeigt 
werden, dass durch die Induktion der mNT-Expression im Fettgewebe von Mäusen trotz 
massiver Gewichtszunahmen unter fettreicher Diät ein metabolisch nahezu gesunder Phänotyp 
erhalten blieb. Auffällig war, dass die Überexpression in Mäusen zu einer Umverteilung des 
Fetts hin zu einem ausschließlich subkutanen Fettverteilungstyp führte. Dieser Adipositastyp 
entspräche beim Menschen dem sogenannten „Birnentyp“ welcher aufgrund der geringeren 
metabolischen Aktivität des subkutanen Fettgewebes mit einem deutlich besseren 
Stoffwechselprofil einher geht. Wie bei diesem Verteilungstyp zu erwarten, konnte bei den 
stark adipösen transgenen Mäusen eine normale Insulinsensitivität, geringere viszerale 
Lipidansammlung und erhöhte Adiponektinsekretion beobachtet werden. Weiterhin war in den 
Mitochondrien des überexprimierenden Gewebes der Eisengehalt gegenüber dem Wildtyp um 
etwa die Hälfte verringert. In der Studie wird angenommen, dass mNT den Eisentransfer in die 
Mitochondrien verhindert und so die Elektronen-Transport-Kette (ETC) inhibiert. Wie zuvor 
beschrieben scheint der Eisentransport in die Mitochondrien ein wichtiger 
Regulationsmechanismus von mNT zu sein. Über eine Limitierung der ETC wird die 
Fettverbrennung gedrosselt und es kommt zu einer verminderten Produktion von radikalen 
Sauerstoffspezies (ROS) [46]. Üblicherweise kommt es bei Adipositas zu einem Anstieg 
solcher Sauerstoffradikale, welche eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese des 
metabolischen Syndroms [47] und des T2D [48] spielen. Es wird vermutet, dass aufgrund der 
inhibierten Fettverbrennung vermehrt Adiponektin ausgeschüttet wird [46], welches sich 
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positiv auf den Fettstoffwechsel und die Insulinsensitivität auswirkt (Abb. 2). Die protektiven 
Effekte von mNT konnten mit einem Knockout-Modell weiter verifiziert werden. Mäuse ohne 
das CISD1-Gen wiesen trotz geringeren Gewichts eine schlechtere Glukosetoleranz und höhere 
ROS-Spiegel als die Kontrolltiere auf. Auch wurde bei ihnen ein erhöhter mitochondrialer 
Eisengehalt gefunden. Es konnte gezeigt werden, dass der Eisengehalt der Adipozyten einen 
Einfluss auf das metabolische Profil der Zelle hat und im Falle einer Überladung zu 
Insulinresistenz führt [49, 50]. 
In einer Studie aus dem Jahr 2015, welche erstmals die humane mNT-Expression untersuchte, 
konnten die Ergebnisse von Kusminski et al. größtenteils bestätigt werden [51]. Es wurde 
festgestellt, dass adipöse Patienten signifikant weniger mNT-RNA und -Protein exprimierten 
als normalgewichtige. Patienten, die sich einer bariatrischen Operation (OP) unterzogen und 
anschließend Gewicht verloren, wiesen zwei Jahre nach der OP eine signifikante Erhöhung der 
mNT-mRNA-Expression auf. Außerdem wurde eine signifikant positive Korrelation zwischen 
der Genexpression von mNT im VAT und der Insulinsensitivität gefunden. Es konnte weiterhin 
gezeigt werden, dass die Genexpression von mNT mit der Expression weiterer Gene korreliert, 
welche für Adipogenese und Mitochondriogenese zuständig sind. Außerdem korrelierte mNT-
mRNA negativ mit Stressmarkern für oxidativen Stress, welcher durch Eisenüberfluss induziert 
wurde. 
  
Abbildung 2 Funktionsmechanismus von mitoNEET: mNT befindet sich an der äußeren Mitochondrienmembran. 
Es ist in der Lage Eisen-Schwefel-Cluster zu binden und so den Eisentransport ins Mitochondrium zu verhindern. 
Durch den verminderten Eisentransfer ins Mitochondrium wird die Elektronen-Transport-Kette (ETC) gehemmt 
und es kommt zur verminderten β-Oxidation. Dadurch entstehen weniger radikale Sauerstoffspezies, was sich 
positiv auf die Insulinsensitivität auswirkt. Die verminderte β-Oxidation ist weiterhin ein Stimulus für die 
Sekretion von Adiponektin, auch dies ist mit einer besseren Insulinsensitivität assoziiert. 
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2. AUFGABENSTELLUNG 
Seit seiner Entdeckung ist bereits viel über den Wirkmechanismus und die protektiven 
Eigenschaften von mNT herausgefunden worden. Bisher beschränken sich die meisten Studien 
jedoch auf in vitro oder Mausexperimente. Diese Arbeit befasste sich mit der Expression von 
mNT in humanem Fettgewebe und dessen Einfluss auf den humanen Organismus.  
Dabei wurden im Speziellen folgende Fragestellungen beantwortet: 
 
• Gibt es Unterschiede in der mNT-Expression zwischen Normal- und Übergewichtigen 
/ nicht-Diabetikern und Diabetikern? 
• Zeigt die Gruppe der sogenannten „healthy obese“ ein unterschiedliches mNT-
Expressionsmuster im Vergleich zu anderen Patientengruppen? 
• Gibt es Korrelationen zwischen mNT-Expression und klinischen Parametern der 
Adipositas? 
• Wirkt sich die mNT positiv auf Zucker- und Fettstoffwechsel aus?  
• Kann mit Hilfe der mNT-Expression eine Vorhersage über die Ausprägung von 
adipositastypischen Merkmalen getroffen werden? 
• Sind eventuelle Zusammenhänge eher auf eine subkutane oder viszerale mNT-
Expression zurückzuführen? 
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3. METHODEN 
Um den Zusammenhang zwischen der Expression von mNT und adipositastypischen klinischen 
Parametern oder phänotypischen Merkmalen zu untersuchen, wurde im ersten Teil dieser 
Arbeit ein Datensatz analysiert, welcher aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Matthias Blüher 
stammt. Bei einer Kohorte von 234 umfangreich charakterisierten Patienten wurde die 
subkutane und viszerale mNT-mRNA quantifiziert. 
Im zweiten Teil wurde in verschiedenen experimentellen Arbeiten untersucht, ob sich 
Erkenntnisse aus der Analyse des Datensatzes auf Proteinebene oder in histologischen 
Präparaten wiederfinden lassen. Für die Versuche wurde die mNT-Expression in humanem und 
murinem Fettgewebe mittels Western Blot bestimmt und in Hinblick auf Zusammenhänge mit 
phänotypischen oder genotypischen Merkmalen untersucht. Weiterhin wurden histologische 
Schnitte von humanem und murinem Fettgewebe angefertigt und mNT mit Hilfe von 
immunhistologischer Färbung sichtbar gemacht. 
3.1. Teil 1:  Auswahl der Patienten für die Messung der Genexpression von mNT 
im subkutanen und viszeralen Fettgewebe 
In der vorerwähnten Kohorte von 234 Patienten waren 150 weiblich, 84 männlich. Zunächst 
wurde die Genexpression untersucht. Dazu wurden gepaarte Proben von subkutanem und 
viszeralem Fettgewebe bei abdominalen Operationen, wie zum Beispiel Cholezystektomien, 
Laparotomien, Appendektomien oder bariatrischen Operationen gewonnen. Nach Entnahme 
des Gewebes wurden die Proben sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Kohorte wurde 
im Rahmen des Integrierten Forschungs- und Behandlungszentrum für Adipositaserkrankungen 
der Uniklinik Leipzig zusammengestellt. Alle Experimente mit menschlichem Gewebe sowie 
die umfassende klinische Charakterisierung der Probanden erfolgte nach den Kriterien der 
guten klinischen Praxis. Die Untersuchungen wurden nach dem positiven Votum der 
zuständigen Ethikkommission (Reg.No. 031-2006 and 017-12-23012012) nach den Vorgaben 
der Declaration of Helsinki, the Bioethics Convention (Oviedo), and EU Directive on Clinical 
Trials (Directive 2001/20/EC) durchgeführt. Alle Studienteilnehmer wurden über Nutzen und 
Risiken der Studienteilnahme umfassend aufgeklärt und gaben ihr schriftliches Einverständnis 
zur Studienteilnahme. Die anthropometrischen Daten und klinischen Parameter sind in Tabelle 
4 dargestellt. Die Spanne beim BMI lag zwischen 14 kg/m² und 74 kg/m². Der jüngste Patient 
war 18 und der älteste Patient 89 Jahre alt. Von den Patienten litten 75 unter Typ-2-Diabetes. 
Patienten mit systemischer Inflammation, malignen oder anderen Erkrankungen im Endstadium 
wurden aus der Kohorte ausgeschlossen. 
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Der Körperfettanteil wurde mit der DEXA-Methode (Dual energy X-Ray absorptiometry) 
bestimmt und die Flächen des viszeralen und subkutanen Fettgewebes wurden mit Hilfe von 
CT oder MRT-Bildern auf der Ebene des Lendenwirbelkörpers 4 berechnet. BMI (kg/m²) und 
WHR wurden wie oben beschrieben berechnet. Es wurde die subkutane und viszerale 
Fettzellgröße nach Isolation der Adipozyten im Kollagenaseverdau gemessen. Im Blut wurden 
Lipidstoffwechselparameter (Gesamt-, HDL-, LDL-Cholesterin, Triglyzeride, freie Fettsäuren) 
und weitere Parameter (Glukose, HbA1c, Insulin, Adiponektin, Leptin, hsCRP, IL-6, Kreatinin, 
Leukozyten, Leberenzyme und Schilddrüsenhormone) bestimmt. Die Insulinsensitivität wurde 
in einer Subgruppe mittels des euglykämischen hyperinsulinämischen Clamp-Verfahrens, des 
Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-IR), und die Glukosetoleranz 
mit Hilfe des oGTT ermittelt. Alle ermittelten Werte sind in Tabelle 4 erfasst. 
3.1.2 Quantifizierung humaner mNT-Genexpression in gepaarten Fettgewebsproben 
Zur Quantifizierung der mNT-mRNA-Expression wurde die RNA aus den Fettgewebeproben 
isoliert, in cDNA umgeschrieben und diente anschließend als Template in der quantitativen 
Polymerase Kettenreaktion (qPCR). Das verwendete Verfahren für die Aufbereitung und 
Quantifizierung der RNA wurde wie bereits beschrieben [52] und mit dem TaqMan assay 
(Hs00966097_m1) durchgeführt. Für die Detektion wurde ein ABI PRISM 7000 Sequence 
detector (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Mit Hilfe einer Standardkurve wurde die 
RNA Konzentration bestimmt und in Relation zum Referenzgen Hypoxanthine-guanine 
Phosphoribosyltransferase (HPRT) mit dem TaqMan assay (Hs01003267_m1) gesetzt.  
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3.2 Teil 2: Proteinnachweis von mitoNEET 
Mit den beschriebenen Verfahren wurde die mRNA-Expression von mNT in verschiedenen 
Geweben wie Hirn, Leber, Skelettmuskel und auch im Fettgewebe nachgewiesen. Alle im 
Folgenden beschriebenen experimentellen Arbeiten wurden im Rahmen dieser Arbeit geplant 
und durchgeführt. 
3.2.1 Aufschluss des Gewebes 
Zur Proteingewinnung wurde das gefrorene Gewebe mechanisch zerkleinert. Durch den 
Aufschluss der Zelle (und Organellen) werden gewebseigene Proteasen und Phosphatasen mit 
den zu untersuchenden Proteinen vermischt. Dabei kommt es normalerweise zu proteolytischer 
Aktivität. Um diesen Prozess zu verhindern, wurden dem Lyse-Puffer Phosphatase- und 
Protease-Inhibitoren beigefügt. Um die Reaktionsgeschwindigkeit der Enzyme weiter zu 
verringern, wurden alle Arbeitsschritte, sofern möglich, auf Eis durchgeführt. Für den 
Zellaufschluss stehen verschiedene Methoden zu Verfügung. Für diese Arbeit wurde der 
Aufschluss mittels FastPrep (MP Biomedicals) und das Mörsern in flüssigem Stickstoff erprobt. 
Im Folgenden werden beide Verfahren beschrieben.  
Aufschluss mittels FastPrep: 
Beim FastPrep-Verfahren wir das Gewebe in einem Röhrchen zusammen mit Silika-Beads bei 
hoher Frequenz geschüttelt.  Dadurch werden die Silika-Beads so stark beschleunigt, dass die 
Zellwände und Organellen aufgeschlossen werden. Je nachdem, welches Gewebe zerkleinert 
werden soll, muss die Geschwindigkeit oder die Laufzeit angepasst werden.  
Für das verwendete Fett- oder Lebergewebe wurden zunächst etwa 700mg Silika-Beads mit 
einem Durchmesser von 1mm in ein Cryo-Röhrchen gegeben. Anschließend wurden 60mg 
Gewebe und 640µl TNET-Puffer (Tab. 1) dazu gegeben. Es wurde ein voreingestelltes 
Programm zur Aufarbeitung von Lebergewebe gewählt (40s bei 6m/s), da dieses in etwa den 
Eigenschaften des Fettgewebes entspricht. Danach wurden die Cryo-Röhrchen mit den Silika-
Beads und dem Probenmaterial für 15min mit 12.000U/min bei 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand wurde mit einer Pipette abgenommen und in einem separaten Röhrchen erneut für 
30min mit 16.000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Anschließend wurde erneut der Überstand 
abgenommen und bei -80°C eingefroren bis zur weiteren Verwendung. 
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Aufschluss mittels Mörsern 
Das Mörsern wurde in flüssigem Stickstoff, in einem auf -80°C gekühlten autoklavierten 
Mörser, durchgeführt, um ein Auftauen der Proben so weit wie möglich zu verhindern. Es 
wurden ca. 50mg des Gewebes in den Mörser gegeben und mit TNET Lysepuffer (Tab. 1) 
versetzt. Pro mg Gewebe wurden 3µl Puffer zugegeben. Anschließend wurde das Gewebe und 
der gefrorene Lysepuffer mit dem Stößel zerkleinert. Das zerkleinerte Material wurde im 
Anschluss in ein Eppendorf Gefäß gegeben und auf Eis gelagert.  
Die Proben wurden bei 4°C für eine Stunde rotiert und anschließend für 10 min mit 10.000 
U/min bei 4°C zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren hatte sich das Fett in einer Schicht über 
dem Überstand gesammelt. Um Verunreinigungen der Probe zu verhindern, wurde 
obenliegendes Fett mit einer Pipettenspitze abgenommen und verworfen. Anschließend wurde 
der Probe ein Detergenz (Triton) im Verhältnis 1:100 beigefügt, so dass sich eine 
Endkonzentration von 1% Triton ergab. Damit wurden die Zellwände aufgeschlossen und so 
das membranständige mNT in Lösung zu gebracht. Die Proben wurden erneut 10 min mit 
10.000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Der klare Überstand wurde abgenommen und separat vom 
Pellet bei -80°C gelagert. 
Der Proteingehalt jeder Probe wurde mit Hilfe des BCA-Assays bestimmt. Um die Qualität der 
Daten sicher zu stellen, wurden alle Werte doppelt bestimmt. Zur Ermittlung der Eichkurve 
wurde zunächst eine BSA-Standard Verdünnungsreihe hergestellt. Auf einer 96 well-Platte 
wurden pro Kavität 25µl BSA-Standard oder 10µl Probe (1:10 verdünnt) vorgelegt und mit 
200µl Working Reagenz (50 Teile Reagenz A + 1 Teil Reagenz B, BCA Protein Assay Kit, 
Pierce) versetzt. Die Platte wurde für 30min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die 
Absorption bei 540nm mit einem Spektrometer (Berthold Technologies, Mithras LB940) 
gemessen. Aus den Werten der BCA-Verdünnungsreihe konnte nun die Eichkurve erstellt 
werden, anhand derer der Proteingehalt der einzelnen Proben abgeleitet wurde. 
 
Tabelle 1 Zusammensetzung des TNETLysepuffers 
 
TNET Lysepuffer Menge (100ml) Endkonzentration 
NaCl 15ml 1M 150mM 
Tris 25ml 0,2 M 50mM 
EDTA 1ml 500 mM 5mM 
Aqua dest. Ad. 90ml  
pH-Einstellung auf 7,6 (mit HCL) 
Kurz vor Gebrauch hinzugefügt: 
Na Orthovanadat 10µl /ml  
Phosphatase-Inhibitor 
(cOmplete™ Easy)  
1 Tablette auf 1 ml TNET 1:10 mit TNET verdünnen 
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3.2.2 SDS-PAGE 
Für die Proteinbestimmung wurde zunächst eine SDS-PAGE angefertigt und die Proteine 
anschließend mit dem Tankblot-Verfahren vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran 
übertragen. Für beide Verfahren wurde das Mini Protean II System der Firma Bio-Rad 
verwendet. SDS-PAGE ist ein Gelelektrophorese-Verfahren, bei dem die Proteine in einem Gel 
der Größe nach aufgetrennt werden. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 2 dargestellt. 
Um auch im Bereich kleinerer Proteine (mNT: 12.2 kDa) eine ausreichende Trennschärfe zu 
erhalten, wurden höherprozentige Trenngele zwischen 14% und 16% verwendet. Nach der 
Herstellung der Gele wurden diese in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die Kammer 
komplett mit Laufpuffer (Tris 25mM, Glycin 190mM, EDTA 1,15mM, SDS 3,5mM) 
aufgefüllt.  
Tabelle 2 Reagenzien und Zusammensetzung der SDS-PAGE Gele 
 
 Trenngel Sammelgel 
 12% 14% 16% 4,5% 
Aqua dest.          (ml) 2,5 2 1,5 1,7 
Puffer*               (ml) 1,875 1,875 1,875 1,875 
30% Acrylamid (ml) 3 3,5 4 0,3125 
10% SDS            (µl) 75 75 75 25 
10% APS            (µl) 75 75 75 25 
TEMED              (µl) 5 5 5 2,5 
*Trenngel-Puffer:    1,5 M Tris/HCL, pH8,8 
  Sammelgel-Puffer: 0,5 M Tris/HCL, pH6,8 
 
Vor dem Beladen der Gele wurden die Proben mit 2x Lämmlipuffer (62,5 mM Tris/HCl, pH 
6,8; 20 % Glycerol; 4 % SDS; 2,5 ‰ Bromphenolblau; 5 % β-Mercaptoethanol) und 
Mercaptoethanol (2µl/30µg Protein) bei 95°C für 5 min. denaturiert. Nach kurzem Abkühlen 
wurden die Proben zentrifugiert und auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Kontrolle 
wurde je eine Tasche des Sammelgels mit 7µl Benchmark- und Biotinmarker beladen. Die 
Elektrophorese lief für ca. 90min bei einer Spannung von 120V.  
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3.2.3 Western Blot 
Mithilfe des Tankblot-Verfahrens wurden die Proteine von dem Gel auf eine 
Nitrozellulosemembran mit einer Porengröße von 0,22µm übertragen. Die Membran und das 
Gel wurden zwischen Filterpapier und Schwamm in einem Gitter geklemmt und in den Tank 
eingesetzt. Der Tank wurde mit Transfer-Puffer befüllt (200ml Methanol, 700ml Aqua dest., 
100ml 10fach Transfer-Puffer, s. Tabelle 3). Um eine Beeinträchtigung des Transfers durch zu 
hohe Temperaturen zu verhindern, wurde ein Ice-Pac mit in den Tank eingesetzt und die 
Flüssigkeit mit einem Magnetrührer in Bewegung gehalten. Die Proteine wurden in einer 
Stunde bei 120V auf die Nitrozellulosemembran übertragen. Nach Abschluss des Blottings 
wurden die verschiedenen Stufen des Benchmark-Markers gekennzeichnet.  
 
Tabelle 3 Reagenzien für die Herstellung verschiedener Puffer 
 MENGE (Auf 1 Liter mit Aqua 
dest. auffüllen) 
KONZENTRATION 
LAUFPUFFER   
TRIS 30,3g 250mM 
GLYCIN 142,5g 1,9M 
EDTA 3,35g 11,5mM 
SDS 10g 34,7mM 
   
10X TRANSFER-PUFFER   
TRIS 30g 248mM 
GLYCIN 144 1,92M 
   
1X TRANSFER – PUFFER   
10X TRANSFER-PUFFER 100ml  
METHANOL 200ml  
   
TBST-WASCHPUFFER   
TRIS/HCL PH 7,2 20ml 2M 10mM 
NACL 120ml 5M 150mM 
TWEEN 20 2ml  0,05% 
 
Anschließend wurde die Membran auf der Höhe von 40 kDa durchtrennt und in BSA 3% in 
Waschpuffer (TBST: 10mM Tris/HCl, pH 7,2; 150mM NaCl; 0,05% TWEEN) geblockt. Die 
Membranen mit den Proteinen 40kDa und größer wurden über Nacht mit Anti-Aktin 
Antikörperlösung (1:1000, Sigma-Aldrich® A2066-2ML) bei 4°C inkubiert. Die Membranen 
mit Proteinen <40kDa wurden mit Anti-mNT Antikörperlösung (1:1000, Proteintech™, 16006-
1-AP) über Nacht inkubiert. Das Durchtrennen der Membranen, diente dazu, die beiden 
Abschnitte separat mit unterschiedlichen primär-Antikörpern inkubieren zu können.  
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Am darauffolgenden Tag wurden die Membranen 3x10min mit TBST gewaschen und 2 
Stunden bei Raumtemperatur (RT) mit dem sekundären Anti-Rabbit-Antikörper (1:2000, Cell 
Signaling Technology®, #7074) und Anti-Biotin-Antikörper (1:1333, Cell Signaling 
Technology®, #7075) inkubiert. Anschließend wurden die Membranen erneut 3x10 min in 
TBST gewaschen und mit der Chemilumineszenz-Lösung (Western Bright™ ECL, K-12045-
D20) behandelt. Die Lumineszenz wurde mit der G-Box (Syngene) detektiert. Im Anschluss 
wurden die Membranen 3x5 min in TBST gewaschen und trocken gelagert. 
Die Quantifizierung der Lumineszenz wurde mit der GeneTools Analysis Software (Syngene) 
durchgeführt. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Proben herzustellen, 
wurde das mNT-Signal in Relation zum Aktin-Signal der jeweiligen Probe gesetzt. Aktin ist 
ein ubiquitär auftretendes Referenzprotein und kann als Maß für den gesamt-Proteingehalt der 
Probe herangezogen werden.  
 
3.3 Teil 2: Histologie 
3.3.1 Anfertigung der histologischen Schnitte 
In Paraffin eingebettete Gewebe wurden mit Hilfe eines Mikrotoms (Thermo Fischer Scientific, 
Microm HM 355S) geschnitten. Zunächst wurden Trimmschnitte von 25µm Dicke gemacht, 
bis der zu untersuchende Gewebeanschnitt erreicht war. Im Anschluss wurden Feinschnitte mit 
einer Dicke von 5µm hergestellt. Pro Objektträger wurden jeweils 2-3 Präparate aufgenommen. 
Anschließend wurden die Objektträger über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
3.3.2 Immunhistologische Färbungen 
Das Auftragen der Antikörper und die Färbung erfolgten an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. 
Am ersten Tag wurden die Schnitte entparaffiniert und der Primär-AK aufgetragen.  
Zum Entparaffinieren wurden die Präparate mit einer Reihe von Reagenzien behandelt. Eine 
schematisierte Darstellung zu diesem Prozess ist in Abbildung 3 zu sehen. Zunächst wurden 
die Objektträger jeweils 5 min einem Bad aus Xylol II und Xylol I bei RT inkubiert. Zur 
Rehydrierung wurden die Präparate durch eine absteigende Alkoholreihe geführt. Dafür wurden 
die sie für jeweils 3 min in Bäder mit 100%, 96%, 80% und 70% Ethanol getaucht und am Ende 
in aqua. Dest. gewaschen.  
 
 
 
Abbildung 3 Schema für die Reihenfolge und Inkubationszeiten bei der Entparaffinierung bei Raumtemperatur 
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Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und in Citratpuffer (Na-
citrat 0,01m; 0,05% TWEEN 20, pH6) in der Mikrowelle bis zum Kochen erhitzt, dann 3 
Minuten bei RT abgekühlt, erneut 9 min auf der "Auftaustufe" erhitzt und wieder 20 min bei 
RT abgekühlt.  Die endogene Peroxidase wurde für 10 min bei RT in 3% H2O2 blockiert und 
anschließend mit PBS-Puffer 3x5 min gespült. Danach folgte die Blockierung der 
unspezifischen Bindungen mit 0,25% Casein für 30 min bei RT. Anschließend konnte der der 
Primärantikörper für mNT (Proteintech™, 16006-1-AP) aufgetragen werden. Als Kontrolle 
wurde ein Kaninchen-IgG (Santa Cruz Biotechnology Inc., SC-2027) verwendet. 
Am zweiten Tag wurden die Präparate zunächst mit PBS-Puffer 3x5 min. gewaschen. 
Anschließend wurden die Träger 30 min. bei RT mit dem sekundären Antikörper (horseradish 
peroxidase (HRP) konjugierter anti-rabbit-AK, Dako Envision®) inkubiert und erneut 3x5 min 
mit PBS gewaschen. Die Objektträger wurden dann mit DAB-Substrat (1 Tablette Urea und 
Diaminobenzidin auf 1ml) beträufelt. Sobald eine braune Färbung eingetreten war, wurde 
erneut 2 x 5 min. mit PBS gewaschen. Die Schnitte wurden für 5 min in Hämalaun gegengefärbt 
und anschließend für 10 min unterlaufendem Leitungswasser gebläut. 
Am Ende wurden die Präparate wieder entwässert. Dieser Prozess war dem Entparaffinieren 
ähnlich, nur, dass beim Entwässern in umgekehrter Reihenfolge vorgegangen wurde. Dieser 
Prozess wird in Abbildung 4 veranschaulicht. Es wurde mit einer aufsteigenden Alkoholreihe 
(70%,80%,96%,100%) begonnen. Anschließend folgte wieder ein Bad in Xylol 1und 2. Nach 
dem Bad in Xylol 2 wurden die Präparate direkt mit Entellan eingedeckt. 
 
Abbildung 4 Schema für die Reihenfolge der Reagenzien mit den jeweiligen Inkubationszeiten beim Entwässern 
bei Raumtemperatur.  
Die Gewebeanschnitte wurden dann mit dem Mikroskop Zeiss Z1 Observer eingestellt und mit 
der AxioCam ICc1 (Zeiss) fotografiert. Zur weiteren Bearbeitung der Aufnahmen wurde die 
Software Zen2012 (Zeiss) verwendet. 
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3.4 Weiterführende Versuche 
Nach Abschluss der experimentellen Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurde die Erforschung 
von mNT in der Arbeitsgruppe von Dr. John Heiker fortgeführt. Von Juliane Weiner wurde der 
Einfluss diätinduzierter Adipositas auf die Expression von mNT mit Hilfe eines Diätversuches 
an C57BL/6NTac-Mäusen untersucht. Anschließend wurde die RNA-Expression von mNT im 
scAT und VAT quantifiziert. Die Daten wurden in dieser Dissertation zur Analyse verwendet. 
Der Versuch wurde mit weiblichen Tieren der Mauslinie C57BL/6NTac im Alter von 12 
Wochen durchgeführt. Die Tiere wurden für 12 Wochen auf eine Referenzdiät (n=8) eine 
fettreiche Diät (high-fat-diet, HFD; n=7) oder eine zuckerreiche Diät (high-sugar-diet, HSD; 
n=7) gesetzt. Die Studie wurde durch die Regierungsdirektion Leipzig genehmigt (TVV-Nr. 
39/14). 
Die Diäten setzen sich wie folgt zusammen: Referenzdiät 10 kJ% Fett, hoher Stärke-Anteil; 
HFD 60kJ% Fett; HSD 10 kJ% Fett 63 kJ% Saccharose. Detaillierte Informationen zu den 
Diäten sind in der Publikation zu finden [53]. Nach 12 Wochen auf der jeweiligen Diät wurde 
braunes, viszerales und subkutanes Fettgewebe entnommen und bei -80°C eingelagert. 
Anschließend wurde die Genexpression von mNT-mRNA mittels qPCR bestimmt. Dafür wurde 
die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des RNeasy lipid tissue Mini kit (Qiagen Hildesheim, 
Germany) aus gefrorenem Gewebe isoliert. Es wurde 1µg RNA mit dem QuantiTect Reverse 
Transscription Kit (Qiagen) transkribiert. Für die Quantifizierung der Genexpression von mNT 
mittels qPCR wurde das LightCyclerSystem LC580 und LightCycler-DNA Master SYBR 
Green I Kit (Roche, Mannheim, Germany) verwendet. Die Genexpression wurde mit der ΔΔCT 
Methode berechnet und zum Referenzgen 36B4 normiert. 
 
3.5 Statistische Auswertung 
Für die statistische Auswertung wurde die SPSS20 Software verwendet. Sofern nicht anders 
beschrieben, werden die Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung vom Mittelwert 
angegeben. Um die mNT-Expression in verschiedenen Patientengruppen zu vergleichen, 
wurden ANOVA oder gepaarte 2-seitige T-Tests durchgeführt. Zusammenhänge zwischen 
Variablen wurden mit Hilfe von einfachen Korrelationsanalysen (Spearman‘s und Pearson‘s 
Test) und linearer Regressionsanalyse untersucht. Alle Unterschiede mit einem p<0,05 wurden 
als statistisch signifikant angesehen.  
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4. ERGEBNISSE 
4.1 Zusammenhang zwischen mNT-Genexpression und klinischen Parametern 
In der Patientenkohorte wurde die mNT-mRNA in gepaarten Proben subkutanen und viszeralen 
Fettgewebes quantifiziert. 
Tabelle 4 Anthropometrische und klinische Daten der Patientenkohorte  
 Männlich 
(n=85) 
Weiblich 
(n=152) 
 NGT (n=159) T2D (n=76) 
Alter 53±14 49±15  49±16 52±12 
Viszerale Fettfläche (cm²) 250±181 249±177  184 ±145 412±149 
Subkutane Fettfläche (cm²) 1043 ±816 1248±780  1045 ±833 1514 ±587 
CT Verhältnis 0,53±0,71 0,34±0,43  0,38±0,38 0,45±0,77 
Gewicht (kg) 126±48 116 ±39  110 ±42 139 ±38 
Größe (m) 1,78±0,06 1,64±0,07  1,69±0,09 1,70±0,09 
Bauchumfang (cm) 128 ±35 118 ±30  111 ±29 144 ±27 
Hüftumfang (cm) 129 ±32 129 ±29  125 ±31 137 ±25 
WHR 1±0,1 0,91±0,1  0,89±0,08 1,05±0,08 
% Körperfett 33,9±13,7 37,7±10,1  33,8±11,8 41,7±9,3 
Kreatinin (µmol/l) 107,5±106,7 74,9±27,3  83±66,6 94,3±75,2 
CrP (mg/l) 14,7±18,4 16,2±18,2  14,8±19 17,7±16,6 
FPG (mmol/l) 6,3±1,7 6±1,7  5,3±0,6 7,8±2 
FPI(pmol/l) 96 ±121 75 ±94  32 ±36 197 ±118 
2h OGTT Glukose (mmol/l) 7±2,9 6,9±2,8  6,4±1,1 16,9±5,2 
Clamp GIR (µmol/kg/min) 71,1±37,2 81,5±29,1  90,9±21,1 30±20,4 
HbA1c (%) 6±0,9 5,9±1,1  5,5±0,6 6,9±1,1 
Cholesterin gesamt (mmol/l) 5±1 5±0,9  5±0,9 5±1,1 
HDL-Cholesterin (mmol/l) 1,3±0,3 1,4±0,4  1,5±0,4 1,1±0,3 
LDL-Cholesterin (mmol/l) 3,3±0,9 3,1±0,9  3,2±0,9 3,3±1 
TG (mmol/l) 1,8±1,1 1,4±0,8  1,3±0,7 2,1±1,1 
FFA (mmol/l) 0,5±0,4 0,5±0,4  0,3±0,3 0,9±0,4 
Leukozyten (Gpt/l) 8,2±3 8,6±3,4  8,2±3,1 9±3,5 
ALAT 0,78±0,69 0,64±0,58  0,6±0,44 0,89±0,86 
ASAT 0,71±0,82 0,57±0,64  0,53±0,39 0,83±1,1 
gGT 1,02±1,09 0,98±2,28  0,88±1,23 1,26±2,97 
TSH 1,31±1,76 1,99±2,3  1,74±2,19 1,7±2,02 
fT3 4,8±1,1 4,7±0,9  4,7±0,9 4,8±1,1 
fT4 17,1±2,9 17,5±3  17±3,1 18±2,6 
Leptin (pg/ml) 22,7±15,9 42,4±21,3  31,7±22,1 41,9±19,1 
Adiponektin (pg/ml) 6,4±4,3 8±4,7  8,9±4,7 4,6±2,8 
IL-6 (pg/ml) 6±6,3 6,8±5  5,6±4,8 8±6,4 
mittlerer Adipozytendurchmesser 
vis (µm) 
110±19 110±23  106±22 118 ±16 
mittlerer Adipozytendurchmesser 
SC (µm) 
113±21 115±19  108±17 124±21 
max Adipozytendurchmesser vis 
(µm) 
194±33 190±35  186±36 205±27 
max Adipozytendurchmesser SC 
(µm) 
197±35 197±26  194±33 204±25 
Angaben in Mittelwert ± SD; NGT=normale Glukosetoleranz; T2D=Typ-2-Diabetes; WHR=Bauch-Hüft-
Verhältnis; CrP=C-reaktives Protein, FPG=Nüchternglukose im Plasma, FPI=Nüchterninsulin im Plasma, 
HDL=high-density-lipoprotein, LDL=low densitiy lipoprotein, TG=Triglyzeride, FFA= Freie Fettsäuren.  
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Wie im Methodenteil beschrieben, wurden klinische Parameter und anthropometrische Daten 
ermittelt, welche in Tabelle 4 aufgelistet sind. Die Daten wurden verwendet, um 
Zusammenhänge zwischen der Expression von mNT im Fettgewebe und Adipositas- und 
Diabetes-spezifischen Merkmalen zu untersuchen. 
 
4.1.1 Vergleich der mNT-Genexpression in Subgruppen 
Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der mNT-Expression und bestimmten 
Phänotypen existiert. Dafür wurde die Kohorte in Untergruppen mit bestimmten 
phänotypischen Merkmalen eingeteilt und mit Hilfe von nicht-parametrischen Tests geprüft, ob 
sich zwischen den Untergruppen signifikante Unterschiede in der Genexpression von mNT 
finden lassen. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 5-7 und Tabelle 5 dargestellt. Bei der 
mNT-Expression im Fettgewebe wurden zwischen Männern und Frauen keine signifikanten 
Unterschiede beobachtet (Abb. 5a). Patienten mit normaler Glukosetoleranz (NGT) wiesen in 
der Tendenz höhere mNT-Expressionswerte auf als T2D Patienten (Abb. 5b), die Unterschiede 
waren jedoch nicht signifikant.  
   
Abbildung 5 Genexpression von mNT-mRNA in humanen Gewebeproben von subkutanem (sc) und viszeralem 
(vis) Fettgewebe. Abgebildet ist die Expression in Untergruppen von (A) männlichen (sc n=84, vis n=83) und 
weiblichen (sc n=150, vis n=149) Patienten und (B) Patienten mit normaler Glukose Toleranz (NGT) (sc n=157, 
vis n=156) und Typ-2-Diabetes (T2D) (sc n=75, vis n=74). Die Werte sind als Median mit Interquartilsabstand 
dargestellt. 
 
Beim Vergleich von verschiedenen BMI-Untergruppen war eine Tendenz zu niedrigerer 
subkutaner Expression von mNT-RNA mit zunehmendem BMI zu beobachten (Abb. 6a). Die 
Unterschiede waren allerdings auch hier nicht signifikant. Im viszeralen Fettgewebe zeigten 
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sich kaum Unterschiede in den BMI-Gruppen, wenn auch die Expression leicht höher war in 
der BMI-Gruppe >29.9 kg/m². Etwas deutlicher wurden diese Unterschiede im direkten 
Vergleich der Expression von mNT im Fettgewebe von Normalgewichtigen und der BMI-
Gruppe mit Adipositas Grad III (BMI>40 kg/m²). 
    
Abbildung 6 Genexpression von mNT-mRNA in humanen Gewebeproben von subkutanem (sc) und viszeralem 
(vis) Fettgewebe. Es ist die Expression in BMI-Subgruppen von A Normalgewichtigen (BMI <25, n=44), 
Übergewichtigen (BMI 25.1-29.9, n=24) und Adipösen (BMI >30, sc n=166, vis n=164) und B 
Normalgewichtigen (BMI <25, n=44) und Patienten mit Adipositas Grad III (BMI >40, sc n=138, vis n=136) 
abgebildet. Die Werte sind als Median mit Interquartilsabstand dargestellt. 
 
 
Wurden nur Patienten mit normaler Glukosetoleranz (Abb.7a) betrachtet so blieb die Tendenz, 
wie sie schon in Abbildung 6b zu sehen war, erhalten. Normalgewichtige Patienten wiesen eine 
etwas höhere mNT-mRNA-Expression im scAT auf als die Gruppe BMI>40, NGT („healthy 
obese“) (Abb. 7a). Im VAT zeigte sich dagegen eine leicht höhere mNT-Expression bei den 
„healthy obese“. 
Die Patienten mit einem BMI >40 kg/m² wurden ebenfalls im Hinblick auf NGT und T2D 
untersucht (Abb. 7b). Es zeigte sich wie in Abbildung 5b im scAT und VAT bei Patienten mit 
NGT höhere mNT-mRNA Levels als bei Patienten mit Adipositas und T2D (Abb. 7b). 
Zusammengefasst sieht man eine höhere mNT-mRNA-Expression bei Patienten mit NGT. Die 
zeigte sich sowohl bei der gesamten Kohorte (Abb. 5b), als auch bei Patienten mit Adipositas 
Grad III (Abb. 7b). 
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Abbildung 7 Genexpression von mNT-mRNA in humanen Gewebeproben von subkutanem (sc) und viszeralem 
(vis). Expression bei A Patienten mit NGT in BMI-Subgruppen von Normalgewichtigen (BMI <25, n=39) und 
Adipositas Grad III (BMI >40, sc n=80, vis n=81) und B bei Adipositas Grad III (BMI >40) mit NGT (sc n=80, 
vis n=70) und T2D (sc n=58, vis n=57). Die Werte werden als Median mit Interquartilsabstand dargestellt. 
 
Weiterhin fiel auf, dass die mNT-Expression im scAT von Patienten mit Adipositas geringer ist 
als bei Normalgewichtigen, die Expression im VAT ist jedoch bei Patienten mit Adipositas 
höher. Aus Abbildung 7b wird ersichtlich, dass die höhere Expression von mNT-mRNA im 
VAT der Gruppe der Adipösen auf die sogenannten „healthy obese“ zurückzuführen ist. Es ist 
anzumerken, dass diese Unterschiede nicht signifikant waren und lediglich Tendenzen der 
einzelnen Subgruppen anzeigen. 
 
Tabelle 5 RNA-Expression von mNT in unterschiedlichen Patientensubgruppen 
MITONEET Männlich (N=84) Weiblich (N=150) p-Wert 
SC 1,29 (0,58-2,29) 1,38 (0,72-2,33) n.s. 
VIS 1,17 (0,72-2,32) 1,41 (0,79-2,62) n.s. 
  NGT (N=157) T2D (N=74) p-Wert 
SC 1,47 (0,72-2,29) 1,19 (0,5500-2,320) n.s. 
VIS 1,4 (0,82-2,71) 1,09 (0,66-1,88) n.s. 
  BMI <25 (N=44) BMI > 29.9 (N=166) p-Wert 
SC 1,83 (0,63-2,99) 1,23 (0,7-2,13) n.s. 
VIS 1,2 (0,64-2,5) 1,42 (0,78-2,57) n.s. 
  BMI>40, NGT (N=80) BMI>40, T2D (N=58) p-Wert 
SC 1,39 (0,78-2,08) 1,08 (0,53-2,42) n.s. 
VIS 1,49 (0,81-2,9) 1,08 (0,59-1,93) n.s. 
Die Analyse wurde mittels 2-seitigem Mann-Whitney-U-Test in verschiedenen Untergruppen der Kohorte 
durchgeführt. Werte werden als Median mit Interquartilsabstand angegeben. Das Signifikanzniveau lag bei 5%. 
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4.1.2 Korrelationsanalyse 
Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen sind in Tabelle 6 dargestellt. Über die gesamte 
Kohorte fiel eine sehr starke Korrelation zwischen subkutan und viszeral exprimierten mNT 
(r=0,383; p<0,001) auf. Abgesehen davon lassen sich keine weiteren Korrelationen zwischen 
VAT und klinischen Parametern feststellen, daher sind in Tabelle 6 nur Korrelationen in Bezug 
auf das scAT dargestellt. Fett gedruckte Werte zeigen signifikante Korrelationen an (p <0,05). 
Bei der Untersuchung der gesamten Kohorte zeigten sich negative Korrelationen für subkutan 
exprimiertes mNT mit Adipositas-typischen Parametern wie Gewicht (r = -0,133; p = 0,042), 
Bauchumfang (r = -0,142; p = 0,03), Hüftumfang (r = -0,13; p = 0,046), subkutaner Fettmasse 
(r = -0,149; p = 0,036) und freien Fettsäuren (FFA, r = -0,158; p = 0,045). Eine positive 
Korrelation zeigte sich dagegen mit der Genexpression subkutaner mNT-RNA und der 
subkutanen Fettzellgröße (r = 0,335; p = 0,049).  
Auch bei der Korrelationsanalyse wurde die Kohorte in Gruppen von Patienten mit NGT und 
T2D beziehungsweise in normalgewichtige und Patienten mit Adipositas aufgeteilt.  
In der Gruppe mit normaler Glukosetoleranz fanden sich negative mNT Korrelationen mit 
Parametern des Fettstoffwechsels wie Gesamt-Cholesterin (r = -0,218; p = 0,034), LDL-
Cholesterin (r = -0,217; p = 0,047) und FFA (r = -0,19; p = 0,047). Auch die positive Korrelation 
mit durchschnittlicher Fettzellgröße (r = 0,426; p = 0,043) war ausgeprägter als in der gesamten 
Kohorte. Im Vergleich dazu waren in der Gruppe der Patienten mit T2D keinerlei Korrelationen 
zwischen sc-mNT und den getesteten Parametern zu finden. 
Beim Vergleich von normalgewichtigen mit Patienten mit Adipositas fiel auf, dass sich 
Korrelationen nur in der Gruppe der Normalgewichtigen finden lassen. Man sah negative 
Korrelationen zwischen sc-mNT und Gewicht (r = -0,33; p = 0,029), sc Fettmasse (r = -0,384; 
p = 0,014), gesamt- (r = -0,43; p = 0,011) und LDL-Cholesterin (r = -0,48; p = 0,004). Zusätzlich 
fanden sich positive Korrelationen mit Insulinsensitivität (Clamp, r = 0,361; p = 0,022) und 
Adiponektin (r = 0,4; p = 0,039). In der Gruppe der Patienten mit Adipositas ließen sich 
hingegen keine signifikanten Korrelationen feststellen. 
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4.1.3 Multivariate lineare Regressionsanalyse 
Mit Hilfe der multivariaten Regressionsanalyse wurde überprüft, ob sich die subkutane mNT-
Expression als Prädiktor für Parameter, wie sc Fettmasse, Bauchumfang (waist), Hüftumfang 
(hip), WHR und freie Fettsäuren (FFA) eignet. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 7. Die subkutane 
mNT-mRNA konnte als alters- und geschlechtsunabhängiger negativer Prädiktor für sc 
Fettmasse (r = -0,136; p = 0,019), den Bauchumfang (r = -0,153; p = 0,007) und den 
Hüftumfang (r = -0,141; p = 0,01) identifiziert werden. Für die Parameter WHR und FFA ließ 
sich ein solcher Zusammenhang nicht feststellen. 
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4.2 Etablierung der Verfahren zum Nachweis von mitoNEET 
4.2.1 Nachweis von mitoNEET in Zell- und Gewebeproben 
Da der mNT-Antikörper (mNT-AK) bisher in der Arbeitsgruppe nicht etabliert war, mussten 
zunächst die optimalen Versuchsbedingungen experimentell gefunden werden. Die ersten 
Western Blots zur Etablierung des mNT-AK wurden mit Lysaten der Zelllinien HEK und 3T3-
L1 durchgeführt. Um zu sehen, wie stark das mNT-Signal ist, wurden Mengen von 25µg bis 
50µg Protein auf das 14% Polyacrylamidgel aufgetragen. Der mNT-AK wurde in den 
Verdünnungen 1:1000 und 1:3000 eingesetzt. Die Anti-Aktin-AK Verdünnung war 1:1000. 
Wie erwartet stellte sich mNT als Bande bei ca 12,2 kDA dar (Abb. 8a). In allen Zelllinien war 
mNT als Doppelbande vorhanden. Dabei war die Signalstärke in beiden Zelllinien ähnlich 
ausgeprägt. Es fiel auf, dass die Banden bei 50µg Protein breiter waren und das Signal stärker 
war als das der Banden bei 25µg (Abb. 8a).  
Im Anschluss wurde der Proteinnachweis in murinem Gewebe durchgeführt. Dabei wurde 
Gewebe des C57B6/6N Inzuchtstamms und des db/db-Mausmodells untersucht. Als 
Qualitätsmerkmal für die verwendeten Verfahren wurde die Proteinausbeute im Lysat 
herangezogen. Es wurde getestet, ob mit Hilfe des Fastprep eine bessere Proteinausbeute als 
mit dem Mörsern in flüssigem Stickstoff erzielt werden konnte. Die Fastprep stellte sich als 
aufwändiger und ineffizienter heraus. Zum einen musste deutlich mehr Lysepuffer (10µl/mg 
Gewebe, anstatt von 3µl/mg Gewebe) verwendet werden und zum anderen wurde die Probe 
durch das Schütteln in der Fastprep stark aufgeschäumt, was eine gesteigerte Proteolyse und 
verwaschene Banden auf der Blot-Membran zur Folge hatte. Die Gele wurden mit 
Proteinmengen von 12,5 µg bis 50 µg beladen. Der mNT-AK wurde in der Verdünnung von 
1:1000 verwendet. Auch hier war mNT als Doppelbande bei etwa 12,2 kDA zu sehen (Abb. 
8b). Das stärkste Signal war im Lebergewebe zu sehen, während sich das Signal beim 
Fettgewebe (scAT, VAT, BAT) deutlich schwächer zeigte. Ungewöhnlich war, dass das Signal 
in der Reihe vom BAT genauso stark war wie im scAT, VAT. Aufgrund der hohen 
Mitochondriendichte im BAT wäre ein stärkeres Signal zu erwarten gewesen. Weiterhin fällt 
eine Bande im BAT bei ca. 30 kDA. Dabei könnte es sich um dimer vorliegendes mNT handeln, 
was auch die schwache Signalstärke der mNT-Bande bei 12,2 kDA erklären würde. Bei 12,5µg 
war das Signal in allen Geweben relativ schwach, aber auswertbar (Abb. 8b).  
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Abbildung 8 Auswahl einiger Western Blots zum Proteinnachweis von mNT. In allen drei Blots wurde eine anti-
mNT-AK Verdünnung von 1:1000 gewählt; A Lysate von 3T3-L1 und HEK Zellen mit Proteinmengen von 25µg 
und 50µg. Die Membranen wurden mit Anti-Aktin-AK (42 kDa) und anti-mNT-AK (12,2 kDa) inkubiert; B Lysat 
von verschiedenen Geweben einer C57Bl/6NTac Maus mit Proteinmengen von 50µg und 12,5µg. Um die 
Signalstärke bei unterschiedlichen Proteinmengen besser vergleichen zu können, ist ausschließlich Probenmaterial 
von einem Versuchstier zu sehen; C Testung verschiedener Proteinmengen (12,5µg - 50µg) aus humanen 
Fettgewebeproben (scAT und VAT) in aufsteigender Konzentration von links nach rechts. 
 
Nachdem die optimalen Versuchsbedingungen ermittelt waren, wurde der Nachweis von mNT 
in humanem Fettgewebe mit Proteinmengen von 12,5µg, 25µg und 50µg getestet (Abb. 8c). 
Für die SDS-PAGE wurden 14 % Gele verwendet. Wie zuvor stellt sich mNT als Doppelbande 
bei ca. 12 kDA dar. Dabei war das Signal in scAT und VAT in etwa gleich stark. Es war zu 
sehen, dass mNT im scAT mit 50µg Protein ein zu starkes und somit nicht mehr verwertbares 
Signal zeigt. Außerdem konnte es bei zu geringem Proteingehalt der Probe dazu kommen, dass 
das Volumen der Geltaschen nicht für 50µg Protein ausreichte und somit nicht von jeder Probe 
die gewünschte Menge aufgetragen werden konnte. Bei 12,5µg war das Signal wiederum etwas 
schwach. Mit 25µg Proteinmenge konnte dagegen ein deutliches und auswertbares Signal 
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detektiert werden. Für die weiteren Western Blots (Abb. 14) wurden folgende 
Versuchsparameter beibehalten: Proteinmenge 25µg, Gelstärke 14%, mNT-AK Verdünnung 
von 1:1000, Aktin-AK Verdünnung 1:3000. 
 
4.2.2 MitoNEET-Nachweis mittels Immunhistochemie 
Die histologischen Schnitte wurden wie zuvor beschrieben hergestellt und fotografiert. Die 
ersten Testungen wurden mit Schnitten von braunem Fettgewebe (BAT) von Mäusen 
angefertigt. Für den mNT-Antikörper wurden die Konzentrationen 1:50, 1:100, 1:200 
ausgetestet. Als Negativkontrolle wurde Kontroll-IgG-AK (K-IgG) in den Verdünnungen 
1:150, 1:300, 1:600 verwendet. Da der K-IgG in dreifach höherer Ausgangskonzentration 
vorlag als der mNT-Antikörper, wurde hier eine entsprechend höhere Verdünnung gewählt. In 
Abbildung 9 ist als Beispiel eine immunhistologische Färbung von mNT im BAT gezeigt. Die 
Braunfärbung war wie erwartet umso kräftiger, je niedriger die Verdünnung des Antikörpers 
war. Da sich bei den Verdünnungen des K-IgG kein sichtbarer Unterschied zeigte, wird in 
Abbildung 9 nur die Verdünnung 1:300 dargestellt. Die Verdünnung von 1:100 (mNT-AK), 
bzw. 1:300 (K-IgG) erwies sich als ausreichend, um den Kontrast zwischen AK-Färbung und 
Negativkontrolle darzustellen, daher wurde diese für weitere histologische Schnitte (siehe Abb. 
17-20) beibehalten.  
 
 
Abbildung 9 Testung verschiedener Antikörper-Verdünnungen an Schnitten von murinem braunen Fettgewebe 
(BAT). Verdünnungen für den mNT-AK: 1:50, 1:100, 1:200; die Verdünnung für den ist K-IgG: 1:300; die 
Balkengröße beträgt 200µm 
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4.3 Ergebnisse des Nachweises von mitoNEET 
4.3.1 MitoNEET-Expression im Fettgewebe verschiedener Adipositasmausmodelle 
 
Auswirkungen monogenetisch-bedingter Adipositas: 
Um den Zusammenhang zwischen mNT und genetisch induzierter Adipositas zu untersuchen, 
wurde Gewebe von db/db Mäusen verwendet. Als Kontrolle dienten C57BL/6N Mäuse. In 
Abbildung 10 sind beispielhaft Western Blots der mNT-Proteinexpression in verschiedenen 
Mausgeweben dargestellt. 
  
Abbildung 10 Western Blot mit Proben von murinem Leber- und Fettgewebe, Proteinmenge 25µg, anti-mNT 
1:1000, anti-Aktin 1:3000. A Es wurden Lebergewebe, scAT, VAT und BAT von Kontrolltieren der Mauslinie 
C57BL/6N (n=3) aufgetragen. B Es wurden Lebergewebe, scAT und VAT von Tieren der db/db-Mauslinie (n=4) 
aufgetragen. 
 
Die Expression von mNT wurde auf die Aktin-Expression normiert. Als Referenz für die 
Auswertung wurde scAT genommen und die Expression in weiteren Geweben wurde zur 
Expression im scAT ins Verhältnis gesetzt. Es ließ sich feststellen, dass in der Kontrollgruppe 
in allen untersuchten Geweben mehr mNT exprimiert wurde als in der db/db Gruppe (Abb. 11). 
Ferner war zu beobachten, dass mNT sowohl in der db/db Gruppe als auch in der 
Kontrollgruppe im scAT stärker exprimiert wurde als im VAT (Abb. 11). Da von der db/db 
Mauslinie kein BAT vorhanden war, lagen für dieses Fettgewebe nur Ergebnisse vom 
C57BL/6N Modell vor. Hier zeigte es eine deutlich höhere Expression gegenüber VAT und 
scAT. 
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Abbildung 11 Proteinexpression von mNT in Leber- und Fettgewebe von A C57BL/6N Kontrollmäusen (scAT, 
VAT, BAT und Leber; n=3) und Mäusen mit B db/db Genotyp (scAT, VAT, Leber; n=4). Als Referenzwert wurde 
die mNT-Expression im scAT der Kontrolltiere genommen und als 1 festgelegt, dargestellt als Mittelwert ± SD 
 
Auswirkungen diätinduzierter Adipositas 
Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden, wie im Methodenteil erwähnt, von Frau 
Weiner durchgeführt. Um näher zu untersuchen, wie sich verschiedene Diäten auf die 
Expression von mNT auswirken, wurden weibliche C57BL/6NTac Mäuse entweder auf eine 
zuckerreiche Diät (HSD) oder fettreiche Diät (HFD) gesetzt. Als Referenz diente eine Diät mit 
niedrigem glykämischen Index. Es war zu sehen, dass im scAT unter den Diäten keine 
nennenswerte Veränderung der Genexpression von mNT eintrat (Abb. 12a). Im VAT (Abb. 
12b) ließ sich dagegen eine deutlich verminderte Expression unter HFD (0,65±0,20, p=0,1) 
feststellen. Tiere, welche auf der HSD waren, exprimierten kaum weniger mNT im viszeralen 
Fett (0,88±0,46). Auf das BAT (Abb. 12c) schienen die unterschiedlichen Diäten einen 
gegenteiligen Effekt zu haben. Unter HFD (1,35±1,29) und HSD (2,27±1,72) stieg die mNT-
Expression an. Mäuse, die mit einer HSD gefüttert wurden, exprimieren mehr als doppelt so 
viel mNT-mRNA wie die Kontrollgruppe. Die Unterschiede in der Genexpression von mNT 
waren jedoch nicht signifikant.  
Abbildung 12 Einfluss von HFD und HSD auf die Genexpression von mNT in verschiedenen Geweben von 
C57Bl/6N Mäusen, mNT-mRNA wurde mittels qPCR bestimmt, dargestellt als Mittelwert ± SD. 
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Ein Vergleich der Genexpression von mNT in den verschiedenen Geweben ist in Abb. 13 
gezeigt. Das BAT wies die mit Abstand höchsten Expressionsraten auf. Ähnliche 
Beobachtungen ließen sich bereits im Western Blot (Abb. 11) feststellen. Die geringste 
Expression war im scAT festzustellen. Im VAT war die Expression zwar etwas deutlicher 
ausgeprägt, jedoch bei einem Signifikanzniveau von p<0.05 nicht signifikant höher als im 
scAT. Im BAT war die Expression ca. vier Mal höher als im scAT (4,2±3,61). 
 
Abbildung 13 Relative Expression von mNT-mRNA in scAT, VAT und BAT. Die Quantifizierungsdaten von 
allen Tieren (Referenzdiät, HFD, HSD) werden für jedes Gewebe zusammengefasst und als Mittelwert ± SD 
dargestellt. 
 
4.3.2 mitoNEET-Expression in humanem Fettgewebe verschiedener BMI-Subgruppen 
Um den Zusammenhang von mNT und phänotypischen Merkmalen auf Proteineben zu 
untersuchen, wurde subkutanes und viszerales Fettgewebe von 10 männlichen Patienten 
untersucht. Die Spanne des BMI reichte von 23 kg/m² bis 65 kg/m². Um die mNT-Expression 
bei bestimmten Phänotypen zu vergleichen, wurden die Patienten in drei Gruppen aufgeteilt: 
BMI<27 kg/m² + NGT (n=3), BMI>40 kg/m² + NGT(n=4), BMI>40 kg/m² + T2D (n=3). Zur 
Berechnung der relativen Expression wurde das Signal des mNT-Antikörpers zu Aktin 
normiert. Als Referenz wurde die Expression im subkutanen Fettgewebe der Kontrollgruppe 
„BMI<27 kg/m² + NGT“ herangezogen. In Abbildung 14 sind die Western Blots dargestellt. 
Die mNT-Banden stellen sich im Vergleich zu Aktin relativ schwach dar.  
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Abbildung 14 Western Blots mit gepaarten Proben von humanem subkutanen und viszeralen Fettgewebe aus 
verschiedenen Patientengruppen. Aktin und mNT wurden getrennt dargestellt, anti-Aktin-AK 1:3000, anti-mNT-
AK 1:1000, Belichtungszeit 22s. A BMI <27, normale Glukosetoleranz; n=3 B BMI >40 normale Glukosetoleranz; 
n=4 C BMI >40 T2D; n=3. 
 
Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der Quantifizierung der mNT-Expression in den einzelnen 
BMI-Subgruppen im gesamten Fettgewebe (Abb. 15a) und in scAt und VAT unterteilt (Abb. 
15b). Es fällt auf, dass die gesamte Proteinexpression von mNT in der Gruppe „BMI >40 NGT“ 
mit 1,41±0,68 am höchsten war, während sie in den anderen beiden Gruppen bei ca. 1 war.  
Betrachtet man das scAT (Abb. 15b), so ist zu sehen, dass die Expression in der Gruppe 
„BMI<27 noT2D“ mit 1±0,14 am höchsten war. In der Gruppe der „healthy obese“ (BMI>40 
noT2D) war sie leicht vermindert (0,91±0,36). Am niedrigsten war die Expression in der 
Gruppe „BMI >40 T2D“ (0,86±0,41). Ähnliche Beobachtungen ließen sich bereits bei der 
Auswertung der Genexpression von mNT feststellen (Abb. 6, 7). Im viszeralen Fettgewebe war 
die Expression in der Gruppe „healthy obese“ am höchsten, während die Expression bei 
Normalgewichtigen und Adipösen mit Diabetes nahezu gleich war (Abb. 15b). Auch hier 
konnten die Ergebnisse der Genexpressions-Analysen bestätigt werden (vgl. Tab. 5, Abb. 6, 7). 
Die beschriebenen Unterschiede waren auch auf Proteinebene nicht signifikant.  
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Abbildung 15 Quantifizierung der Proteinexpression von mNT in humanem viszeralen und subkutanen 
Fettgewebe in drei unterschiedlichen Gruppen; BMI<27 noT2D (N=3), BMI>40 NGT (n=4), BMI <40 T2D (n=3). 
Es werden Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt.  A Gesamte mNT-Expression im Fettgewebe B mNT-
Expression in scAT und VAT, als Referenz wurde scAT der Gruppe BMI<27 gewählt. 
 
4.4 Immunhistologische Untersuchungen der mNT-Lokalisation 
4.4.1 Immunohistologie in humanem Fettgewebe 
Durch die schlechte Qualität der histologischen Schnitte von humanem Gewebe war die 
Beurteilbarkeit dieser Präparate stark eingeschränkt. Ein Großteil der erkennbaren Strukturen 
war zerstört und es ließen sich nur noch vereinzelt Zellkerne wiederfinden (Abb. 16). 
Gegenüber der Kontrolle fiel im humanen scAT eine Braunfärbung auf, diese war jedoch sehr 
schwach ausgeprägt. Trotz der eingeschränkten Beurteilbarkeit ließ sich die fettgewebstypische 
Struktur aus zellarmem Gewebe mit großen Fettvakuolen mit ausreichender Sicherheit 
beurteilen.  
 
 
Abbildung 16 Immunhistologische Färbung von humanem scAT, anti-mNT 1:100 (links) und Negativkontrolle 
KIgG 1:300 (rechts) 
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4.4.2 Immunohistologie im murinen Fettgewebe 
Es fiel eine deutliche Braunfärbung der Gewebeschnitte mit mNT-AK im Vergleich zur 
Kontrolle auf. Das scAT (Abb. 17) stellte sich als zellarmes Gewebe mit großen Fettvakuolen 
und wenigen Zellkernen dar (rote Pfeile und Umrandungen). Im VAT (Abb. 18) ließ sich eine 
ähnliche Struktur des Fettgewebes erkennen, jedoch mit schwächerer Färbung. Im Gegensatz 
dazu wurde das BAT (Abb. 19) deutlich intensiver angefärbt als das scAT und VAT. Es zeigte 
sich ein zellreiches Gewebe (Abb. 19: zu sehen an den zahlreichen Zellkernen, rote Pfeile), mit 
vereinzelten kleinen Fettvakuolen (Abb. 19: rote Umrandungen). In Abbildung 19 sieht man in 
manchen Arealen (roter Kreis) eine besonders intensive Braunfärbung. Diese ist ein Indiz für 
eine erhöhte mNT-Expression und könnte auf eine erhöhte mitochondriale 
Stoffwechselaktivität hinweisen. Der Unterschied zwischen scAT und BAT lässt sich gut 
anhand der Abbildung 20 beobachten. In diesem Präparat wurde sowohl scAT als auch BAT 
angeschnitten. Man sieht das deutlich braun gefärbte BAT mit vielen Zellkernen und kleinen 
Vakuolen (oben links) und das zellarme, weniger braun gefärbte weiße Fettgewebe mit großen 
Vakuolen (unten rechts).  
 
 
Abbildung 17 Subkutanes Fettgewebe (scAT) der Maus, anti-mNT 1:100 (links) und Negativkontrolle KIgG 
1:300 (rechts), Maßstab 100µm. Es sind große Fettvakuolen (rot umrandet) und Zellkerne (rote Pfeile) zu erkennen 
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Abbildung 18 viszerales Fettgewebe (VAT) der Maus, anti-mNT 1:100 (links) und Negativkontrolle KIgG 1:300 
(rechts), Maßstab 200µm. Das VAT hat eine ähnliche histologische Struktur wie das scAT, exemplarisch sind 
Fettvakuolen (rote Umrandungen) und Zellkerne markiert rote Pfeile) 
 
 
 
Abbildung 19 braunes Fettgewebe der Maus, anti- mNT 1:100 (links) und Negativkontrolle KIgG 1:300 (rechts). 
Rote Kreise kennzeichnen exemplarisch sog. „Inseln“ mit intensiverer Braunfärbung (links) und entsprechende 
Bereiche in der Negativkontrolle (rechts); weiterhin sind die für dieses Fettgewebe typischen kleine Fettvakuolen 
(rote Umrandung) und Zellkerne markiert. 
 
 
 
Abbildung 20 Anschnitt von subkutanem (violett) und braunem (grün) Fettgewebe der Maus, anti-mNT 1:100 
(links) und Negativkontrolle KIgG 1:300 (rechts)  
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5. DISKUSSION 
Diese Arbeit beschäftigte sich mit der Frage, ob ein Zusammenhang zwischen der Expression 
von mNT in humanem Fettgewebe und bestimmten phänotypischen Merkmalen oder klinischen 
Parametern der Adipositas existiert. Im Folgenden sind die Kernaussagen dieser Arbeit 
aufgelistet und werden im Laufe der Diskussion näher erörtert: 
 
1. Es bestehen signifikante Korrelationen zwischen scAT mNT-Expression und klinischen 
Parametern 
2. Die mNT-Expression im scAT gilt als Prädiktor für Fettmasse, Hüft- und Bauchumfang 
3. Es gibt keine signifikanten Unterschiede bei der mNT-Expression zwischen 
normalgewichtigen und adipösen Patienten 
4. Es gibt keine signifikanten Unterschiede bei der mNT-Expression zwischen Patienten mit 
normaler Glukosetoleranz und Patienten mit Typ-2-Diabetes 
5. Es existiert keine signifikant erhöhte mNT-Expression in scAT oder VAT 
 
5.1 Korrelationsanalyse und lineare Regression 
Korrelationsanalysen 
Die Analyse der gesamten Kohorte zeigte signifikante Korrelationen bei der subkutanen mNT-
Expression, nicht aber bei der viszeralen Expression von mNT-mRNA. Die subkutane mNT-
RNA-Expression korreliert negativ mit dem Körpergewicht, Bauchumfang, Hüftumfang und 
der sc-Fettfläche. Die subkutane (Hüftumfang) und viszerale Fettmasse (Bauchumfang) war 
demnach umso geringer, je höher die subkutane mNT-Expression war (Tabelle 6). Die 
erwähnten Parameter sind Indikatoren für die Körperfettverteilung und spiegeln den 
Zusammenhang mit einer erhöhten subkutanen mNT-Expression und Normalgewicht wieder. 
In diesem Punkt kamen 2015 bereits Moreno-Navarrete et al. zu ähnlichen Ergebnissen, welche 
eine negative Korrelation zwischen mNT-Expression und BMI feststellen konnten[51]. 
Weiterhin ließ sich eine negative Korrelation mit sc-mNT und freien Fettsäuren (FFA) 
feststellen und ist ein weiteres Indiz für den positiven Effekt der mNT-RNA-Expression. Ein 
niedrigerer Anteil an FFA ist ein Anzeichen für eine effiziente Re-Estherifizierung der 
Fettsäuren zu Triglyzeriden, welche wiederum für einen funktionierenden Fettstoffwechsel 
spricht [54]. Eine chronisch erhöhte Sekretion von FFA ist dagegen ein wichtiger Faktor bei 
der Entstehung von T2D [55].  
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Außerdem wurde eine positive Korrelation zwischen scAT mNT-Expression und der 
subkutanen Fettzellgröße gefunden. Dies ist insofern unerwartet, als eine Zunahme der 
Fettzellgröße (Hyperplasie) zu einer Inflammation des Fettgewebes führen kann [56]. In 
vorherigen Studien konnte eine Überexpression von mNT eher mit einer physiologischen 
Fettgewebsvermehrung in Verbindung gebracht werden. Dies bedeutet eine Zunahme der 
Fettzellzahl, aber nicht der Fettzellgröße. Warum eine erhöhte mNT-Expression jedoch in dieser 
Kohorte mit einer eher inflammationsassoziierten Hypertrophie einhergeht, anstatt wie zuvor 
bei Kusminski et al. in einer physiologischen Hyperplasie, ist unklar [46].  
 
In einem nächsten Schritt wurde die Kohorte in Normalgewichtige und Patienten mit Adipositas 
aufgeteilt. Signifikante Korrelationen ließen sich ausschließlich in der Gruppe der 
normalgewichtigen Patienten finden.  Hier sieht man eine negative Korrelation zwischen mNT-
RNA und Körpergewicht, sc-Fettmasse, Gesamt-Cholesterin, LDL. Cholesterin ist bekannt für 
seine atherogenen Effekte. Insbesondere LDL-Cholesterin ist einer der Hauptrisikofaktoren für 
die Entstehung von Atherosklerose, arteriellen Plaques und damit assoziierten kardiovaskulären 
Ereignissen [57]. Des Weiteren fiel auf, dass mNT positiv mit Adiponektin und der 
Insulinsensitivität korrelierte. Adiponektin ist bekannt für seine anti-diabetischen, anti-
inflammatorischen und anti-artherogenen Eigenschaften und ist somit als protektiver Faktor 
anzusehen [58]. Einen weiteren Hinweis für den positiven Effekt von mNT gab die Korrelation 
zwischen scAT-mNT und Insulinsensitivität.  
Ähnliche Beobachtungen wurden in Mausexperimenten von Kusminski et al. gemacht. Sie 
konnten eine positive Korrelation zwischen Adiponektinsekretion und subkutaner mNT-
Expression feststellen. Des Weiteren war in der Studie die Insulinsensitivität bei Mäusen mit 
erhöhter mNT-Expression deutlich besser als bei den Kontrolltieren. Es wird vermutet, dass 
mNT über eine vermehrte Sekretion von Adiponektin einen positiven Einfluss auf den Fett und 
Glukosestoffwechsel hat [46]. Auch Moreno-Navarrete et al. konnten bei humanen Patienten 
positive Korrelationen zwischen mNT-Expression und Adiponektinsekretion, beziehungsweise 
Insulinsensitivität feststellen [51]. Im Gegensatz zu dieser Arbeit stellten Moreno-Navarrete et 
al. jedoch nur Korrelationen zur viszeralen mNT-Expression, nicht aber zu subkutanem mNT 
fest. Wie oben bereits erwähnt, konnten in der in dieser Studie untersuchten Kohorte 
ausschließlich Korrelationen mit der scAT-mNT-Expression beobachtet werden. 
Bei der Aufteilung der Kohorte in Patienten mit NGT und T2D zeigten sich ähnliche 
Korrelationen wie zuvor bei der Aufteilung in normalgewichtige und übergewichtige Patienten. 
Es ließen sich negative Korrelationen zwischen sc-mNT und Blutfettwerten in der Gruppe der 
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Patienten mit NGT finden. Je mehr scAT-mNT exprimiert wurde, desto weniger Gesamt- und 
LDL-Cholesterin, FFA wurde gemessen. Zusammengenommen lassen die Ergebnisse dieser 
Arbeit sowie Erkenntnisse aus früheren Studien einen positiven Einfluss von mNT auf den 
Zucker- und Fettstoffwechsel vermuten. 
 
Lineare Regression 
Ein weiteres statistisches Verfahren, welches verwendet wurde, war die multivariate 
Regressionsanalyse. Anhand derer ließen sich Aussagen über den Zusammenhang zwischen 
der mNT-Expression und den zuvor untersuchten Parametern treffen. Im Gegensatz zu der 
Korrelationsanalyse ließ sich so eine Vorhersage für eine Variable treffen. Hierbei konnte mNT 
als alters- und geschlechtsunabhängiger negativer Prädiktor für die sc Fettmasse (r = -0,136; p 
= 0,019), den Bauchumfang (r = -0,153; p = 0,007) und den Hüftumfang (r = -0,141; p = 0,01) 
herausgestellt werden (Tabelle 7). Dieser Zusammenhang wurde bereits bei der 
Korrelationsanalyse festgestellt und untermauert die Hypothese, dass eine erhöhte mNT-
Expression im scAT mit Normalgewicht assoziiert ist. Die Bestimmung des Bauchumfangs ist 
im klinischen Alltag sehr relevant, da er als Prädiktor für kardiovaskuläre Ereignisse und 
diabetologische Erkrankungen gilt [37, 40, 59-61]. Wie zuvor beschrieben, ließ sich der 
Bauchumfang anhand der sc-mNT-Expression vorhersagen, somit lassen sich indirekt Aussagen 
über das Risiko kardiovaskulärer und diabetologischer Erkrankungen treffen. Ein weiterer 
wichtiger Parameter für die Bestimmung des Risikos ist die WHR. Hier stellte sich die mNT-
Expression hingegen nicht als Prädiktor heraus.  
 
5.2 MitoNEET und Adipositas 
Bei der Auswertung der Patientenkohorte ließen sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen normalgewichtigen und adipösen Patienten feststellen. Es zeigten sich jedoch einige 
starke Tendenzen, welche im Folgenden diskutiert werden.  
 
Subkutane mNT-Expression 
Es wurde festgestellt, dass die Genexpression von mNT im subkutanen Fettgewebe in der 
Gruppe der normalgewichtigen Patienten (BMI<25) am höchsten war (Abb. 6). Ein möglicher 
Grund für die geringere Expression von mNT bei Adipösen war der höhere Anteil an Typ-2-
Diabetikern, denn es war davon auszugehen, dass sich ein gestörter Zuckerstoffwechsel auch 
auf die mNT-Expression auswirkt. Um diesen Effekt zu eliminieren, wurden Patienten mit NGT 
gesondert betrachtet und miteinander verglichen (Abb. 7a). Es zeigte sich, dass die mNT-
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Expression auch nach Ausschluss der T2D Patienten in der Gruppe der Normalgewichtigen 
(BMI<25 kg/m²) höher war als bei den massiv adipösen Patienten (BMI >40 kg/m², NGT). Auf 
Proteinebene ließ sich ebenfalls die stärkste subkutane mNT-Expression in der Gruppe der 
Normalgewichtigen finden, die geringste Expression lag dagegen in der Gruppe der adipösen 
Patienten mit T2D vor (Abb. 15b).  Ein positiver Zusammenhang zwischen Normalgewicht und 
mNT-Expression ließ sich bereits bei der Korrelationsanalyse feststellen. 
Diese Erkenntnisse werden durch eine Studie von Moreno-Navarrete et al. bestärkt. Sie wiesen 
im scAT von normalgewichtigen Patienten eine signifikant höhere Expression von mNT-RNA 
und Protein als bei adipösen Patienten nach. Weiterhin wurde dies bestätigt, indem das Gewicht 
der adipösen Patienten reduziert wurde: nach der Gewichtsreduktion stieg die Expression von 
mNT-RNA signifikant an [51]. In der Studie von Kusminski et al. konnte wiederum eine 
signifikante Verringerung der Genexpression von mNT bei diätinduzierter Adipositas in 
Mäusen festgestellt werden [46]. Dem stehen allerdings die Ergebnisse der Versuche von 
Juliane Weiner entgegen: im Fettgewebe von Mäusen, welche für 12 Wochen auf zwei 
unterschiedlichen hochkalorischen Diäten gehalten wurden [53], zeigte sich kein signifikanter 
Effekt von HSD oder HFD auf die Expression von subkutaner mNT-RNA im Vergleich zu den 
Kontrolltieren (Abb. 12).  
Die Analysen der RNA- und Proteinexpression in subkutanem Fettgewebe dieser Arbeit 
stimmten in großen Teilen mit Erkenntnissen aus früheren Studien überein und zeigten in der 
Tat eine höhere Expression von mNT im scAT. Im Gegensatz zu früheren Studien konnten in 
dieser Arbeit jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen Normalgewicht und Adipositas 
festgestellt werden, sondern lediglich eine tendenziell höhere Expression von subkutaner mNT-
RNA bei normalgewichtigen Patienten. Im Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit und die 
bisherige Studienlage wäre ein Zusammenhang zwischen subkutaner mNT-Expression und 
Normalgewicht durchaus denkbar.  
 
Viszerale mNT-Expression 
Anders sehen die Ergebnisse bei der Untersuchung des viszeralen Fettgewebes aus: dort war 
eher eine erhöhte Expression bei den adipösen Patienten zu finden. Wie in Abbildung 6 und 
15b zu sehen ist, exprimierten normalgewichtige Patienten weniger mNT-mRNA und -Protein 
im VAT als die Patienten mit Adipositas. Eine Unterteilung in Patienten mit Adipositas 
(BMI>40 kg/m²) mit NGT oder T2D zeigte, dass die höhere Expression bei den Patienten mit 
Adipositas hauptsächlich auf Probanden mit NGT, also die sogenannten „healthy obese“, 
zurückzuführen war (Abb. 7b). Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass mNT bei 
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vorliegender Adipositas einen protektiven Effekt auf den Metabolismus hat. Ein möglicher 
protektiver Effekt von mNT auf den Fettstoffwechsel konnte von Kusminski et al. in einem 
Mausexperiment aufgedeckt werden. Bei Mäusen mit genetisch induzierter und stark erhöhter 
mNT-Expression kam es trotz massiver Adipositas nicht zur Hypertrophie der Fettzellen, 
sondern zu einer physiologischen Zunahme der Zellzahl (Hyperplasie) [46]. Im Fettgewebe der 
Mäuse konnten außerdem weniger Entzündungszellen und Fibrosierung festgestellt werden. 
Ein zentraler Mechanismus bei der Entstehung des metabolischen Syndroms ist die 
Vermehrung des viszeralen Fettgewebes. Hierbei kommt es zu zellulären Veränderungen, 
welche zur Störung des physiologischen Fettstoffwechsels führen und in einer 
Fettgewebsdysfunktion resultieren. Diese ist charakterisiert durch eine Vergrößerung der 
Fettzellen (Hypertrophie), eine niedrigschwellige Inflammation und eine veränderte Adipokin-
Ausschüttung, welche in verringerter Adipogenese resultiert [56]. Eine solche adipositas-
induzierte Lipodysfunktion konnte bereits in mehreren Studien festgestellt werden [56, 62, 63]. 
Es wäre also durchaus denkbar, dass eine erhöhte mNT-Expression vor einer Inflammation des 
viszeralen Fettgewebes schützt und somit auch vor dem metabolischen Syndrom. 
 
Die in dieser Arbeit beobachtete erhöhte mNT-Expression im viszeralen Fettgewebe von 
adipösen Patienten steht allerdings im Widerspruch zu den Ergebnissen von Moreno-Navarrete 
et al., welche gezeigt haben, dass bei adipösen Patienten auch im viszeralen Fettgewebe eine 
signifikant niedrigere Gen- und Proteinexpression zu finden ist [51]. Dabei war die Zahl der 
von Moreno-Navarrete untersuchten Patienten wesentlich geringer (n=111) als in der 
vorliegenden Untersuchung (n=234). Diese Arbeit hat somit eine deutlich größere Teststärke. 
Die Ursache für die abweichenden Ergebnisse in der Studie von Moreno-Navarrete ist nicht 
genau festzustellen. Zwar wurde dort, im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, keine 
Unterscheidung zwischen adipösen Patienten mit NGT und T2D gemacht. Denkbar war also 
zunächst, dass ein sehr hoher Anteil an Diabetikern bei den adipösen Patienten verantwortlich 
für die geringere viszerale Expression von mNT-RNA sein könnte. Ein solcher Zusammenhang 
wurde aber in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt, denn beim Vergleich von 
normalgewichtigen Patienten und adipösen Patienten mit T2D zeigte sich ebenfalls kaum ein 
Unterschied in der viszeralen mNT-Expression dieser beiden Untergruppen (Abb. 15b). 
Ein von Moreno-Navarrete et al. postulierter Zusammenhang zwischen Übergewicht und 
verminderter viszeraler mNT-Expression konnte in der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte 
somit nicht festgestellt werden. 
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5.3 MitoNEET und Glukosestoffwechsel 
Ein weiterer Ansatzpunkt für die Untersuchung der Effekte von mNT war die Betrachtung des 
Glukosestoffwechsels. Auch hier waren die Unterschiede zwischen Patienten mit normaler 
Glukosetoleranz und Patienten mit Typ-2-Diabetes nicht signifikant. Vergleiche von 
Subgruppen der gesamten Kohorte zeigten allerdings, dass Patienten mit NGT eine höhere 
subkutane und viszerale mNT-Expression aufwiesen (Abb. 5b). Um ausschließlich den Effekt 
des Glukosestoffwechsels zu untersuchen, wurden Patienten mit Adipositas Grad 3 (BMI >40) 
in NGT und T2D aufgeteilt (Abb. 7b). Auch hier zeigte sich eine höhere Expression von mNT-
RNA bei Patienten mit NGT. Diese Beobachtungen konnten anschließend im Proteinnachweis 
von humanem Gewebe bestätigt werden (Abb. 15b). Auch die Analyse von murinem Gewebe 
ergab, dass diabetische Mäuse des db/db Genotyps in allen untersuchten Geweben (scAT, VAT, 
Leber) weniger mNT exprimierten als die Kontrolltiere (Abb. 11). Obwohl sich keine 
signifikanten Unterschiede in der Expression finden ließen, so zeigte sich doch eine tendenziell 
höhere RNA- und Proteinexpression von mNT bei Individuen mit normaler Glukosetoleranz, 
welche nicht auf Gewichtsunterschiede zurückzuführen ist. Wie zuvor beschrieben deutet die 
erhöhte Expression in der Gruppe der „healthy obese“ auf einen möglichen protektiven Effekt 
von mNT hin. Kusminski et al. konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen 
Glukosetoleranz und mNT-Expression feststellen [46]. Mit Hilfe eines transgenen 
Mausmodells zeigten sie eindrücklich, dass die Überexpression von mNT trotz massiver 
Adipositas zu einem nahezu normalen Glukosetoleranzprofil bei den Mäusen führte. Ein 
möglicher Mechanismus besteht darin, dass eine erhöhte mNT-Expression über eine 
Limitierung der Elektronen-Transportkette (ETC) zu einer verminderten Bildung von 
Sauerstoffradikalen (ROS) führt [46], welche maßgeblich an der Entstehung des metabolischen 
Syndroms und T2D mitbeteiligt sind [47, 64].  
Es wäre vorstellbar, dass mitoNEET bei Vorliegen einer viszeralen Adipositas einen 
protektiven Effekt auf den Zuckerstoffwechsel hat. Adipöse Patienten, die dagegen weniger 
mNT exprimieren, sind durch die Vermehrung des VAT einer pro-inflammatorischen 
Stoffwechsellage ausgesetzt, welche letztendlich den Typ-2-Diabetes begünstigt.  
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Das mitochondriale Protein MitoNEET (mNT) wurde erstmals im Zusammenhang mit dem 
Antidiabetikum Pioglitazon beschrieben, dessen insulinsensitivierenden Effekte teilweise über 
mNT vermittelt werden. In einem mNT-transgenen Mausmodell zeigte sich unter Hochfettdiät, 
dass die gesteigerte Expression von mNT im Fettgewebe zu einer extremen Umverteilung der 
Fettmasse hin zu einer vollständig subkutanen Adipositas führte und die Tiere vor Adipositas-
assoziierten Insulinresistenz geschützt blieben. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die mNT-Expression in humanem Fettgewebe im 
Zusammenhang mit Adipositas und assoziierten Stoffwechselerkrankungen näher untersucht. 
In einer Kohorte von 234 Patienten wurde die mNT-Expression auf RNA-Ebene in gepaarten 
(subkutanen und viszeralen) Fettproben mittels RT-PCR quantifiziert.  In der anschließenden 
statistischen Analyse wurde evaluiert, ob die mNT-Expression mit bestimmten Phänotypen 
oder metabolischen Erkrankungen assoziiert ist, ob Korrelationen mit metabolischen Markern 
bestehen und ob mNT als Prädiktor für Parameter der Adipositas oder assoziierter 
Erkrankungen dienen kann. Ergänzend wurde in molekularbiologischen Experimenten der 
Nachweis der mNT-Expression auf Proteinebene in humanen und murinen Gewebeproben 
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etabliert. Weiterhin wurde mNT mit Hilfe immunhistochemischer Färbungen von 
histologischen Schnitten von humanen und murinen Fettgewebeproben sichtbar gemacht. 
Die Ergebnisse zeigten signifikante negative Korrelationen von subkutaner mNT-RNA mit 
Parametern wie Gewicht, Bauchumfang, Hüftumfang, subkutaner Fettmasse und freien 
Fettsäuren. Spezifisch für normalgewichtige Patienten wurde eine signifikante positive 
Korrelation von subkutaner mNT-Expression und Insulinsensitivität und dem 
insulinsensitivierenden Fettgewebshormon Adiponektin gefunden. Weiterhin konnte die 
subkutane mNT-Expression als alters- und geschlechtsunabhängiger Prädiktor für die 
subkutane Fettmasse, den Bauchumfang und Hüftumfang identifiziert werden.  
Auf der anderen Seite ist zu erwähnen, dass keine signifikanten Unterschiede bei der mNT-
Expression zwischen den untersuchten Subgruppen festgestellt werden konnten. Anders als bei 
früheren Studien konnte lediglich eine tendenziell höhere subkutane Expression von mNT bei 
normalgewichtigen Patienten beobachtet werden. Weiterhin ließ sich eine erhöhte viszerale 
mNT-Expression bei adipösen Patienten herausfinden. Dies stand im Gegensatz zu den 
Ergebnissen von Moreno-Navarrete et al., welche bei adipösen Patienten eine signifikante 
Verringerung der viszeralen mNT-Expression feststellten.  
Außerdem zeigte sich bei Patienten mit NGT eine erhöhte subkutane sowie viszerale mNT-
RNA- und Proteinexpression im Vergleich zu Diabetes-Patienten. Am stärksten ausgeprägt war 
dieser Unterschied bei vorliegender Adipositas. Die sogenannten „healthy obese“ Patienten 
hatten eine deutlich höhere viszerale mNT-Expression als adipöse Patienten mit metabolischen 
Erkrankungen, was ein Hinweis auf den positiven Effekt von mNT bei vorliegender Adipositas 
sein könnte. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen klar auf eine protektive Rolle von mNT in der Entstehung 
von Adipositas-assoziierten Stoffwechselerkrankungen im humanen Fettgewebe hin. Auf der 
anderen Seite zeigten die teilweise gegensätzlichen Ergebnisse in Bezug auf andere Studien 
jedoch auch, dass dieser Zusammenhang vermutlich komplexer ist, als bisher beschrieben. 
MitoNEET ist aufgrund seiner Rolle bei der Energie-Homöostase und der beschriebenen 
Effekte auf den Metabolismus weiterhin ein interessanter Angriffspunkt für die Behandlung 
von metabolischen Erkrankungen. Dennoch sind die Funktion von mNT und die Effekte, die es 
vermittelt, noch nicht hinreichend geklärt.  
Gerade wegen seiner zentralen Funktion im mitochondrialen Stoffwechsel ist es notwendig, 
potentielle Auswirkungen einer Beeinflussung von mNT weiter zu untersuchen und so den Weg 
für eine therapeutische Nutzung zu ebnen.       
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